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Les maladies cardiovasculaires ischémiques demeurent à ce jour la principale cause de 
morbidité et mortalité dans les pays industrialisés. La sévérité des dommages ischémiques est 
grandement influencée par la capacité adaptative de l’organisme à former de nouveaux 
vaisseaux sanguins (néovascularisation). Notre laboratoire a démontré au cours des dernières 
années que plusieurs facteurs de risques et phénotypes cliniques associés au développement de 
l’athérosclérose diminuent également la capacité de néovascularisation post-ischémique. Mes 
travaux de recherche visaient à mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la modulation 
de la néovascularisation post-ischémique en condition pathologique. Nous avons dans un 
premier temps étudié le rôle spécifique de la rénine, une composante du système rénine-
angiotensine (RAS) dont la stimulation chronique est impliquée à la fois dans la 
l’athérosclérose, la dysfonction des cellules endothéliales (ECs) et l’inhibition de la 
néovascularisation. Par la suite, nous avons investigué le rôle potentiel des micro-ARNs (miRs) 
lors de la modulation de la néovascularisation post-ischémique en condition athérosclérotique. 
Les miRs sont des petits ARNs non codants qui régulent négativement l’expression de plus de 
60% des gènes. Ils sont de plus en plus reconnus comme ayant un rôle essentiel lors des 
processus biologiques physiologiques et pathologiques. Dans cette thèse, nous avons utilisé un 
modèle murin d’ischémie de la patte pour tester l’hypothèse que la rénine et les miRs sont 
impliqués dans de la modulation de la néovascularisation post-ischémique lors de conditions 
pathologiques. 
Les résultats de mon premier article ont permis de démontrer pour la première fois 
qu’une thérapie avec l’aliskiren, le seul inhibiteur direct de la rénine utilisé cliniquement, permet 
d’améliorer significativement la néovascularisation post-ischémique in vivo. En effet nous 
avons observé une amélioration de la récupération de la perfusion tissulaire, de la densité 
capillaire et artériolaire, et de l’expression de facteurs angiogéniques clés (VEGF, NO) dans les 
muscles ischémiques de souris traitées à l’aliskiren. En bref, nos résultats suggèrent que l’effet 
bénéfique de l’aliskiren sur la néovascularisation est au moins en partie causé par une action 
antioxydante qui améliore l’activité fonctionnelle des ECs et des cellules angiogéniques 
circulantes (PACs). Mon deuxième projet visait à identifier et caractériser le rôle de différents 
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miRs potentiellement impliqués dans la défaillance de néovascularisation post-ischémique 
associée aux conditions athérosclérotiques. En utilisant la technologie de séquençage de 
deuxième génération et le qRT-PCR, nous avons identifié 2 miRs qui sont fortement diminués 
en condition hypercholestérolémique : le miR-150 (un miR pro-angiogénique) et le miR-146b 
(un miR anti-inflammatoire). Nous avons démontré que ces 2 miRs sont diminués in vivo dans 
le muscle ischémique des souris hypercholestérolémiques (HC), et également in vitro dans des 
ECs humaines exposé aux oxLDL. La diminution de l’expression du miR-150 et du miR-146b 
par l’hypercholestérolémie et les oxLDL semble inhiber la néovascularisation post-ischémique 
par deux mécanismes distincts (article 2 et 3). D’une part, la diminution du miR-150 cause une 
défaillance des fonctions angiogéniques des ECs et des PACs en stimulant l’expression de 
SRCIN1, un important inhibiteur endogène de la voie pro-angiogénique Src/Akt/eNOS (article 
2). D’autre part et de façon similaire aux oxLDL, l’inhibition du miR146b cause une dysfonction 
endothéliale en augmentant les niveaux de stress oxydant et d’inflammation, un mécanisme qui 
implique l’induction du gène pro-inflammatoire TRAF6 (article 3). De façon importante, nos 
résultats démontrent pour la première fois qu’une injection intramusculaire locale de miR-150 
ou de miR-146b permet de récupérer la néovascularisation post-ischémique en condition 
d’hypercholestérolémie. Nous avons aussi démontré que l’expression forcée du miR-150 ou du 
miR-146b améliore la fonction angiogénique des ECs humaines exposées aux oxLDL. 
Finalement, le nombre et l’activité fonctionnelle des PACs isolées de la moelle osseuse des 
souris HC peuvent aussi être restaurés par miR-150 et miR-146b. En conclusion, nos travaux 
ont permis d’identifier et de caractériser le rôle de miR-150 et de miR-146b dans la défaillance 
angiogénique lors de conditions athérosclérotiques. Cette thèse démontre aussi pour la première 
fois que des thérapies basées sur l’inhibition de la rénine ou la modulation de miRs spécifiques 
permettent d’améliorer la néovascularisation post-ischémique lors de situations pathologiques. 
Nos résultats pourraient donc aider au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques 
pour le traitement des maladies cardiovasculaires ischémiques sévères.  
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  Ischemic cardiovascular diseases remain the leading cause of morbidity and 
mortality in industrialized countries. The severity of ischemic damages is greatly influenced by 
the ability of the organism to form new blood vessels (neovascularization). Our laboratory has 
demonstrated in recent years that several risk factors and clinical phenotypes associated with 
the development of atherosclerosis can also impair post-ischemic neovascularization. The 
purpose of my research was to better understand the mechanisms that are involved in the 
modulation of post-ischemic neovascularization in pathological conditions. We first 
investigated the specific role of renin, a key component of the renin-angiotensin system (RAS) 
whose chronic stimulation is involved in atherosclerosis, endothelial cell (EC) dysfunction and 
the inhibition of neovascularization. Subsequently, we investigated the potential role of 
microRNAs (miRs) in the modulation of post-ischemic neovascularization under atherosclerotic 
conditions. miRs are small non-coding RNAs that negatively regulate the expression of more 
than 60% of genes. They are increasingly recognized as having a vital role in physiological and 
pathological biological processes. In this thesis, we used a mouse model of hindlimb ischemia 
to test the hypothesis that renin and miRs are involved in the modulation post-ischemic 
neovascularization during pathological conditions. 
 
 The results of my first article demonstrate for the first time that treatment with aliskiren, 
the only direct renin inhibitor used clinically, significantly improves post-ischemic 
neovascularization in vivo. Indeed, we observed an improvement of tissue perfusion recovery, 
capillary and arteriolar densities, and higherexpression of key angiogenic factors (VEGF, NO) 
in ischemic muscles of mice treated with aliskiren. In summary, our results suggest that the 
beneficial effect of aliskiren on neovascularization is at least in part due to an antioxidant action 
that enhances the functional activity of ECs and circulating angiogenic cells (PACs). My second 
project aimed at identifying and characterizing the role of different miRs which could be 
involved in post-ischemic neovascularization failure associated with atherosclerotic conditions. 
Using next-generation sequencing technology and qRT-PCR, we identified 2 miRs that are 
significantly decreased in hypercholesterolemic conditions: miR-150 (a pro-angiogenic miR) 
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and miR-146b (an anti-inflammatory miR). We have shown that these 2 miRs are decreased in 
vivo in the ischemic muscles of hypercholesterolemic (HC) mice, and also in vitro in human 
ECs exposed to oxLDL. Decreased expression of miR-150 and miR-146b by 
hypercholesterolemia and oxLDL appears to inhibit post-ischemic neovascularization by two 
distinct mechanisms (Article 2 and 3). On one hand, decreased expression of miR-150 impairs 
the angiogenic functions of ECs and PACs by stimulating the expression of SRCIN1, an 
important endogenous inhibitor of the pro-angiogenic Src / Akt / eNOS pathway (article 2). On 
the other hand, decreased expression of miR146b causes endothelial dysfunction by increasing 
oxidative stress and inflammation, a mechanism that involves the induction of the pro-
inflammatory TRAF6 gene (Article 3). Importantly, our results demonstrate for the first time 
that a local intramuscular injection of miR-150 or miR-146b can recover post-ischemic 
neovascularization in hypercholesterolemic conditions. We also show that forced expression of 
miR-150 or miR-146b can enhance the angiogenic functions of human ECs exposed to oxLDL. 
Finally, the number and functional activity of bone marrow PACs isolated from HC mice can 
also be restored by miR-150 and miR-146b. In conclusion, our work has characterized the role 
of miR-150 and miR-146b for the angiogenic failure associated with atherosclerotic conditions. 
This thesis also demonstrates for the first time that therapies based on the inhibition of renin or 
the modulation of specific miRs can improve post-ischemic neovascularization in pathological 
situations. Our results could help developing new strategies for the treatment of severe ischemic 
cardiovascular diseases. 
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Chapitre 1. Introduction générale 
1.1. Problématique 
Les maladies cardiovasculaires causées par l’athérosclérose sont encore aujourd’hui la 
première cause de mortalité mondiale, avec 17 millions de décès annuels (OMS, 2015). De plus, 
selon les projections de l’OMS, le nombre de morts attribuable à ces maladies augmentera de 
35 % d’ici 2025. Les statistiques montrent à quel point la mise en place de nouvelles stratégies 
dans le traitement de ces pathologies devient un enjeu de société prioritaire. La progression dans 
la découverte de thérapies novatrices passe en grande partie par la recherche fondamentale et 
par une meilleure compréhension des mécanismes de régulation moléculaire associés à ces 
physiopathologies. Plus précisément, il est important de mieux caractériser les processus qui 
sont impliqués dans la modulation de la réponse physiologique et pathologique de l’organisme 
à l’ischémie tissulaire. Lors de cette réponse à l’ischémie, la sévérité des dommages aux tissus 
est directement influencée par la capacité de l’organisme à former de nouveaux vaisseaux 
sanguins, un processus appelé néovascularisation.  
1.2. Définition et types de maladies cardiovasculaires 
Selon l’agence de la santé publique du Canada, les maladies cardiovasculaires sont 
définies comme des pathologies affectant le cœur et le système circulatoire (vaisseaux sanguins) 
et sont classées en 6 catégories. La première catégorie est la cardiopathie ischémique touchant 
les artères coronaires. Par définition,  le terme ischémie correspond à une diminution sous la 
normale du taux d’oxygène aux cellules causé par un apport sanguin insuffisant vers les tissus 
(Buja 2005). La cardiopathie ischémique est la maladie cardiovasculaire la plus répandue dans 
les pays industrialisés et elle cause des problèmes d’irrigation aux tissus cardiaques (Lloyd-
Jones et al. 2009). La sévérité de l’ischémie est dépendante du degré d’obstruction du vaisseau 
atteint. Par exemple, une obstruction partielle des artères coronaires peut engendrer des 
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symptômes tels que l’angine de poitrine et l’essoufflement, alors qu’un blocage complet de ces 
mêmes artères mènera à un infarctus du myocarde (Lloyd-Jones et al. 2009). La deuxième 
catégorie en importance est la maladie cérébrovasculaire et inclut l’ICT et l’AVC. L’ICT 
(ischémie cérébral transitoire) correspond à un blocage d’un vaisseau cérébral dont les effets 
sont inférieurs à 24 h, alors que L’AVC (accident vasculaire cérébral) est caractérisé par un 
blocage complet dont les effets se manifestent à long terme (Lloyd-Jones et al. 2009). Parmi les 
autres catégories de pathologies ischémiques, nous retrouvons la maladie vasculaire 
périphérique causant de l'ischémie au niveau des membres inférieurs. Ce type d’ischémie cause 
des problèmes allant de la simple douleur à l’amputation du membre inférieur. Les trois 
dernières catégories incluent l’insuffisance cardiaque, le rhumatisme cardiaque et la 
cardiopathie congénitale (Lloyd-Jones et al. 2009).  
1.3. La réponse physiologique de néovascularisation est influencée 
par les facteurs de risques cardiovasculaires 
 La principale cause des maladies cardiovasculaires ischémiques est l’athérosclérose. 
L'athérosclérose est caractérisée par un remaniement et une diminution variable du diamètre 
interne des artères de moyen et gros calibre (Bentzon et al. 2014). L'atteinte artérielle peut être 
localisée ou diffuse et cause en aval de l’obstruction une ischémie tissulaire de gravité variable 
selon le degré de sténose (Bentzon et al. 2014). La réponse physiologique adaptative de 
l’organisme à l’ischémie implique la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. La sévérité 
des dommages ischémiques aux tissus est donc grandement influencée par la capacité de 
néovascularisation des individus. De façon intéressante, il est maintenant connu que les mêmes 
facteurs de risques cardiovasculaires impliqués dans le développement de l’athérosclérose 
(hypercholestérolémie, tabagisme, hypertension, diabète et vieillissement) diminuent aussi la 
capacité de néovascularisation post-ischémique (Groleau et al. 2011; Haddad et al. 2011; 
Michaud et al. 2003; Arboix 2015). Les mécanismes impliqués dans l’action délétère de ces 
facteurs de risques sur la néovascularisation demeurent mal définis et impliqueraient en partie 
un excès de stress oxydant et d’inflammation causant la dysfonction endothéliale (Soccio et al. 
2005; Ebrahimian et al. 2006; Haddad et al. 2011). Toutefois, les mécanismes moléculaires 
précis demeurent encore inconnus. Lorsque l’athérosclérose est trop diffuse et que les 
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interventions chirurgicales de revascularisation ne peuvent être effectuées, les thérapies visant 
à stimuler la néovascularisation deviennent une option thérapeutique intéressante et prometteuse 
(Deveza, Choi, and Yang 2012).  
1.4. Objectif général de la thèse  
Au cours de mes études doctorales, je me suis intéressé à mieux comprendre plusieurs 
mécanismes moléculaires impliqués dans la néovascularisation post-ischémique physiologique, 
mais aussi en condition pathologique (néovascularisation insuffisante). Plus précisément, divers 
mécanismes impliqués dans la défaillance de néovascularisation causée par des conditions 
athérosclérotiques ont été étudiés dans divers modèles in vivo et in vitro. Également, la 
caractérisation de ces mécanismes a permis d’évaluer le potentiel thérapeutique de divers 
traitements géniques et pharmacologiques sur la néovascularisation dans un modèle de souris 
ischémique. Au cours de cette thèse, je me suis particulièrement intéressé au rôle des micro-
ARNs (miRs) dans la néovascularisation post-ischémique en condition hypercholestérolémique. 
Les miRs sont d’importants régulateurs post-transcriptionnels impliqués dans tous les processus 
cellulaires (Huang et al. 2011; Tufekci et al. 2014). Toutefois, leurs rôles dans la 
néovascularisation post-ischémique en condition athérosclérotique demeurent inconnus. Mes 
travaux effectués dans le cadre de cette thèse ont permis d’approfondir les connaissances sur la 
fonction des miRs et de leurs cibles moléculaires en condition de néovascularisation déficiente. 
Également, dans un deuxième projet de recherche, j’ai étudié le rôle du système rénine-
angiotensine (RAS) dans la réponse de néovascularisation post-ischémique. L’activation 
chronique du système RAS est liée à plusieurs pathologies cardiovasculaires, dont 
l’hypertension, l’athérosclérose et la dysfonction endothéliale (Ferrario 2006; Holtz and Goetz 
1994). Dans ce projet, le potentiel thérapeutique de l'aliskiren (le seul inhibiteur direct de la 
rénine utilisé cliniquement) a été investigué dans un contexte de néovascularisation post-
ischémique. Cette thèse couvre de façon élargie différents aspects nécessaires à la 
compréhension des mécanismes impliqués dans la modulation de la néovascularisation post-
ischémique dans un contexte physiologique et pathologique.  
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Chapitre 2. Physiologie du système cardiovasculaire et 
biologie des vaisseaux 
2.1. Généralités 
Le système circulatoire est défini comme un système fermé assurant la distribution du 
sang dans tout l’organisme via différent type de vaisseaux. Les vaisseaux sanguins ont comme 
principales fonctions de permettre la survie des tissus par le transport, l’échange biochimique et 
l’élimination de diverses substances contenues dans le sang (ex : oxygène, nutriment, hormone, 
CO2, déchet métabolique). Le maintien de l’intégrité du réseau vasculaire est donc nécessaire à 
la survie de l’organisme (Aird 2011). Après la naissance, en condition physiologique, peu de 
changements de vascularisation sont observés mis à part lors de certains processus comme la 
cicatrisation et le cycle menstruel (Ribatti et al. 1991). Ces processus peuvent donner lieu à la 
formation de nouveaux vaisseaux sanguins (néovascularisation). La modulation de la 
néovascularisation survient principalement en état pathologique et est souvent associée à la 
sévérité de la maladie (ex : cancers, pathologies cardiovasculaires ischémiques, rétinopathie 
diabétique, etc.) (Timar et al. 2001). Par exemple, dans le cas du cancer, une néovascularisation 
excessive permet d’alimenter les tumeurs en oxygène et nutriments favorisant leurs 
progressions. Cette néovascularisation contribuera également au caractère invasif en établissant 
la formation d’un réseau vasculaire nécessaire à la formation de métastases (Tonini, Rossi, and 
Claudio 2003). À l’opposé, lors de pathologies athérosclérotiques ischémiques, une 
néovascularisation insuffisante accentuera les dommages tissulaires (Ng and D'Amore 2001a). 
Par conséquent, il est impératif de mieux comprendre les mécanismes de régulations géniques 
et moléculaires modulant la néovascularisation, pour permettre de nouvelles approches 
thérapeutiques contre ces diverses pathologies. 
2.2. Architecture du système circulatoire 
Le système circulatoire artériel est composé d’une circulation systémique et d’une 
circulation pulmonaire (figure 1). La circulation systémique a pour rôle d’approvisionner les 
différents organes en oxygène et en nutriments, alors que la circulation pulmonaire assure la 
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réoxygénation du sang et l’élimination du CO2 par les poumons (Aird 2011). Lors d’une 
contraction cardiaque, le ventricule gauche propulse le sang dans l’aorte qui le redistribue dans 
les différents artères et organes subséquents. De façon chronologique, le trajet s’effectue de 
l’artère vers les artérioles et ensuite vers les capillaires (Aird 2011) (figure 1). Le rôle principal 
des capillaires est d’alimenter les tissus et de recevoir le sang appauvri en oxygène et chargé en 
CO2 pour le redistribuer dans le circuit veineux (Aird 2011). Les capillaires forment donc un 
pont artérioveineux et assurent l’échange biochimique entre le sang et les tissus. Le système 
cardiovasculaire contient également des vaisseaux lymphatiques dont le principal rôle est de 
drainer les fluides en excès de l’espace extracellulaire et de remettre des molécules en circulation 
via le système veineux.  
 
Figure 1. Architecture du système circulatoire. A) Circulation pulmonaire et 
circulation systémique. B) Trajet du sang dans les vaisseaux. Figure adaptée de : 




2.3. Stucture et fonctions biologiques des vaisseaux 
2.3.1. L’aorte  
L’aorte est la plus grosse artère du corps humain avec un diamètre moyen de 3 cm au 
niveau de l’aorte ascendante (Boutin et al. 2015) et elle est le lieu d’embranchement de toutes 
les artères de l’organisme, sauf l’artère pulmonaire (Marieb et al. 2014). L’aorte prend naissance 
à la sortie du ventricule gauche pour s’étendre jusqu’à l’abdomen en 2 plus petites artères (artère 
iliaque commune) alimentant les membres inférieurs. Schématiquement, l'aorte est divisée en 2 
parties : l’aorte thoracique comprenant 3 sections (ascendante, horizontale et descendante) et 
l’aorte abdominale. Les pathologies ischémiques liées à l’athérosclérose touchent 
préférentiellement certaines artères comme les artères coronaires, les artères carotidiennes 
(irriguant le cou et la tête) et les artères des membres inférieurs et rénales (Marieb et al. 2014).  
2.3.2. Structure et composition des artères  
Les artères sont les vaisseaux de plus grand calibre avec un diamètre moyen de 4-8 mm 
et sont divisées en 3 tuniques concentriques de composition variable (l’intima, la média et 
l’adventice) (figure 2). Il existe deux principaux types d’artères de grand et moyen calibre, les 
artères élastiques et les artères musculaires. Les artères élastiques sont des artères de gros 
calibres (ex. aorte) situé à proximité du cœur, alors que les artères musculaires (ex. artère 
fémorale), sont des artères de moyen calibre très nombreux dans les différents muscles, et sont 
des ramifications des gros artères élastiques qui permet d’irriguer les différents organes.        
L’intima est la structure la plus mince et la plus interne de l’artère. Elle est composée d’un 
endothélium lisse directement en contact avec le sang et est munie d’une monocouche de 
cellules endothéliales (ECs) étroitement juxtaposées formant une barrière étanche. 
L’endothélium agit comme un filtre moléculaire permettant de contenir le sang à l’intérieur des 
vaisseaux, tout en autorisant l’échange de diverses substances avec le milieu extérieur (Coujard 
and Poirier 1980). L’endothélium possède  différentes fonctions comme le contrôle de la 
vasomotricité, de la coagulation, ainsi qu’une activité métabolique (Endemann and Schiffrin 
2004). Morphologiquement, les ECs sont polarisées et présentent une face apicale en contact 
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avec le sang et une face basale fixée sur une lame de collagène (Roignot, Peng, and Mostov 
2013).  
L’intima est séparée de la média par la limitante élastique interne, une mince couche de 
tissus conjonctifs fibroélastiques. Au centre de l’artère, nous retrouvons la média qui est la 
tunique la plus épaisse et le constituant principal de l’artère. La média est composée de cellules 
musculaires lisses (SMC) agencées de façon concentrique appelées unités lamellaires. Ces 
unités sont entourées de matrice extracellulaire (MEC) composée de collagène et d’élastine. 
Dans les vaisseaux de grand calibre, la média est séparée de l’adventice par la limitante élastique 
externe (Coujard and Poirier 1980). 
 La dernière couche de l’artère est l’adventice qui est la tunique la plus externe. Elle est 
constituée de tissus conjonctifs peu organisés et riches en fibres élastiques, fibroblastes et 
adipocytes. L'adventice est irriguée et vascularisée par des capillaires appelés vasa-vasorum et 
elle contient aussi des fibres nerveuses sympathiques et parasympathiques (Coujard and Poirier 
1980).  
 
Figure 2. Structure des vaisseaux sanguins. Figure adaptée de :(Wiley and Sons 2011) 
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2.3.3. Les vaisseaux de moyen et petit calibre : artériole et capillaire 
 
Les artérioles sont des vaisseaux de calibre intermédiaire d’environ 40 µm de diamètre 
et sont raccordées à l’artère et aux capillaires (Boutin et al. 2015). Ils possèdent une structure 
similaire aux artères mis à part une média de composition variable selon leurs tailles. En effet, 
les petites artérioles ne possèdent pas de limitante élastique externe et présentent d’une à trois 
couches de SMCs selon leurs tailles. Les artérioles jouent un rôle vasomoteur fondamental en 
régulant la résistance vasculaire. En effet, grâce à leurs grandes capacités de contraction, ils 
peuvent varier fortement leurs diamètres et moduler l’irrigation sanguine aux tissus (Coujard 
and Poirier 1980). 
Les capillaires représentent les plus petits vaisseaux du système sanguin (4-8 µm) 
formant le réseau de la microcirculation. Ils relient les veinules aux artérioles et permettent de 
fermer la boucle de la circulation (Coujard and Poirier 1980). Les capillaires possèdent une 
monocouche d’ECs ancrées sur une fine membrane basale jouant un rôle de barrière. Ils 
constituent également la partie du système circulatoire ou la pression est la plus faible (Coujard 
and Poirier 1980). En fonction de leurs localisations dans l’organisme, on peut distinguer 3 types 
de capillaires (continus, fenestrés et sinusoïdes) (Kierszenbaum, Validire-Charpy, and Validire 
2006). Les capillaires continus possèdent un revêtement ininterrompu et sont retrouvés dans les 
muscles, les tissus conjonctifs et pulmonaires. Les capillaires de type fenestrés présentent des 
micropores très perméables aux liquides et sont localisés principalement dans le rein et 
l’intestin. Les capillaires de type sinusoïdes ont une paroi inégale et non linéaire favorisant de 
grands espaces entre les cellules et facilitant la perméabilité aux macromolécules. Ce type de 
capillaire est retrouvé principalement dans le foie, la rate et les os (Kierszenbaum, Validire-
Charpy, and Validire 2006). Globalement, la fonction principale des capillaires est de permettre 
l’échange biochimique entre les tissus et la circulation sanguine grâce à leurs fines parois 
(Coujard and Poirier 1980).  
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2.4. Rôle physiologique de l’endothélium  
2.4.1. Description de l’endothélium vasculaire 
L’endothélium est une monocouche d’ECs tapissant la surface interne des vaisseaux 
sanguins et elle représente le plus grand organe humain. En effet, il s’agit d’un lieu d’échange 
biochimique d’environ 1000 m2 correspondant à 2 % de la masse corporelle totale (Félétou 
2011). Morphologiquement, les ECs peuvent être différentes selon le type de vaisseau. Par 
exemple, dans les artères, les ECs auront une forme prismatique alors que dans les capillaires, 
elles seront sous forme de petit tube permettant au sang de circuler (Félétou 2011). 
L’endothélium n’est pas qu’une simple barrière physique entre le sang et les tissus, mais un 
organe dynamique possédant de nombreuses fonctions physiologiques (contrôle du tonus 
vasculaire et de la perméabilité, hémostase, rôle dans l’inflammation, réparation et angiogenèse) 
(Félétou 2011) (figure 3).  
 
 
Figure 3. Fonctions et caractéristiques de l’endothélium en condition physiologique 
(normal) et pathologique (dysfonctionnelle). Figure adaptée de : (Vogel R). 
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2.4.2 Type de réponses endothéliales 
En condition physiologique et en réponse à divers stimuli (biochimiques et 
hémodynamiques), l’endothélium va accomplir différentes fonctions en sécrétant des facteurs 
endothéliaux (figure 3) et en exprimant des protéines membranaires (Gimbrone and Garcia-
Cardena 2013). Il existe 2 catégories de réponse adaptative de l’endothélium suite à des 
stimulations ou activations : rapide (type 1) et lente (type 2)  (Alberts et al. 2002). La réponse 
lente de type 2 implique une synthèse protéique de l’endothélium. Lorsque ce type de réponse 
est prolongée et exagérée, elle peut entrainer un dysfonctionnement de l’endothélium et jouer 
un rôle prédominant dans diverses pathologies cardiovasculaires, dont l’athérosclérose (Favero 
et al. 2014). Avant d’aborder la dysfonction endothéliale, les paragraphes suivants visent à 
résumer les principales fonctions physiologiques de l’endothélium.  
2.4.3. Fonction vasomotrice de l’endothélium 
L’endothélium régule le tonus vasculaire par la sécrétion de nombreux facteurs agissant 
sur le relâchement (vasodilatation) et la contraction (vasoconstriction) du vaisseau sanguin 
(Sandoo et al. 2010). Cette action permet de moduler l’irrigation sanguine aux différents tissus. 
Pour ce faire, l’endothélium répond à différents stimuli (hormonaux, chimiques, mécaniques) et 
module la vasomotricité des cellules musculaires lisses par la sécrétion de nombreux facteurs 
vasomodulateurs. Parmi les principaux facteurs vasodilatateurs, nous retrouvons l’oxyde 
nitrique (NO), la prostacycline (PGI2) et le facteur endothélial hyperpolarisant (EDHF). Les 
principaux facteurs vasoconstricteurs sont l’endothéline-1 (ET-1), l’angiotensine II (Ang2), le 
tromboxane (TXA2) et la prostaglandine E2 (PGE2). L’équilibre homéostatique entre ces 
différents facteurs va initier la vasodilatation ou la vasoconstriction du vaisseau (Sandoo et al. 
2010).  
2.4.4 Fonction anti-thrombotique et pro-coagulante 
L’endothélium contrôle également l’hémostase, définie comme l’ensemble des 
mécanismes qui permet de maintenir la fluidité du sang et d’empêcher les saignements 
(coagulation) (Wu and Thiagarajan 1996). L’endothélium fonctionnel assure une activité anti-
thrombotique de plusieurs façons. Par exemple, les ECs peuvent sécréter diverses substances 
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favorisant l’inhibition de facteurs de coagulation (serpine), l’inhibition de l’adhésion des 
plaquettes (NO), mais aussi la dissolution du caillot (héparine). Inversement, lors de dommages 
ou saignements, l’endothélium relâche différentes protéines comme le facteur de von willebrand 
(vWF) et l’activateur de plasminogène inhibiteur 1 (PAI-1). Ces facteurs permettent 
l’agrégation et l’adhésion des plaquettes menant à la formation de caillot et le colmatage de la 
brèche (Wu and Thiagarajan 1996). 
2.4.5 Rôle dans l’inflammation 
Une autre fonction importante de l’endothélium est le contrôle du trafic des leucocytes. 
Cette fonction joue un rôle dans la réponse immunitaire, les processus de réparation tissulaire 
et l’inflammation chronique (Félétou 2011). L’endothélium peut être activé par divers facteurs 
et acquérir un phénotype inflammatoire causé par une grande variété de stimuli (infection, 
cytokines pro-inflammatoires et stress oxydant) qui sont transportés par le sang ou produits par 
les cellules voisines (Pober and Sessa 2007). L’endothélium activé va alors recruter diverses 
cellules immunes au site d’inflammation, amplifiant ainsi la réponse inflammatoire (Pober and 
Sessa 2007). Les mécanismes incluent la sécrétion endothéliale de facteurs chimioattractants 
(MIP, MCP-1), l’expression de protéines d’adhésion incluant des sélectines (L-sélectine, P-
sélectine et E-sélectine) et des intégrines (VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1). Ces différents 
facteurs vont favoriser le recrutement et l’adhésion des cellules inflammatoires à l’endothélium, 
contribuant à leur infiltration dans l’intima (Félétou 2011).  
2.4.6 Fonction de perméabilité 
La perméabilité sélective de l’endothélium est une fonction vitale permettant de fournir 
les nutriments nécessaires aux tissus sous-jacents. En effet, elle joue un rôle crucial dans 
plusieurs processus physiologiques tels que l’homéostasie des fluides irriguant les tissus, 
l’angiogenèse, le tonus vasculaire et la défense contre les pathogènes (Sukriti et al. 2014). De 
façon générale, l’endothélium est perméable aux molécules allant de 0,1 nm (ex : ion de sodium) 
a 11 nm (IgG) et possède deux systèmes de transport principaux : la voie transcellulaire et la 
voie paracellulaire (Sukriti et al. 2014). La voie transcellulaire est médiée par des vésicules qui 
permettent le transport des grosses molécules de plus de 3 nm (albumine, IgG et 
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macromolécules) (Sukriti et al. 2014). Cette voie implique des cavéoles permettant l’endocytose 
de macromolécules à la membrane luminale, suivie d’une transcytose à travers la cellule (Yuan 
and Rigor 2011). Les cavéoles sont des microdomaines formant des invaginations à la 
membrane plasmique permettant la pénétration intracellulaire des macromolécules (Yuan and 
Rigor 2011). Le deuxième système de transport est la voie paracellulaire impliquant les 
molécules de moins de 3 nm (eau, glucose, ions). Elle permet l’entrée des petites molécules dans 
l’espace sous-endothélial par différents types de jonctions intercellulaires variables selon 
l’organe (Sukriti et al. 2014). Il existe deux types de jonctions intercellulaires, soit les jonctions 
adhérentes et les jonctions serrées. Les jonctions adhérentes représentent le type prédominant 
qui est présent dans tous les lits vasculaires. Les jonctions serrées sont retrouvés en grand 
nombre dans les vaisseaux irrigant le cerveau  et jouent un rôle de barrière supplémentaire 
empêchant le passage des molécules de moins de 1 kDa (Yuan and Rigor 2011). 
2.4.7 Endothélium et angiogenèse 
L’endothélium est également le siège de l’angiogenèse, définie comme la formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins à partir des vaisseaux préexistants. L’angiogenèse est un 
processus hautement régulé en condition physiologique et est impliqué dans le développement, 
la reproduction et la réparation tissulaire. En réponse à divers stimuli (ex. : hypoxie, facteurs de 
croissance, cytokines), les ECs fonctionnelles possèdent la capacité de proliférer, de migrer et 
de former de nouveaux tubules (Félétou 2011). L’angiogenèse sera discutée en détail au chapitre 
6. Le chapitre suivant vise à illustrer les principaux mécanismes associés à la dysfonction 







Chapitre 3. La dysfonction endothéliale à l’origine des 
maladies cardiovasculaires 
 
3.1. Définition et caractéristiques de l’endothélium dysfonctionnel 
La dysfonction ou activation endothéliale est un terme qui réfère à l’altération de 
l’intégrité et à la dérégulation des fonctions physiologiques normales de l’endothélium (Steyers 
and Miller 2014). Selon le modèle classique, ce phénotype est caractérisé par plusieurs 
changements communs des ECs (figure 4). Par exemple, l’acquisition d’un environnement pro-
thrombotique, pro-inflammatoire, vasoconstricteur et une défaillance de la capacité 
angiogénique sont observés (Hadi, Carr, and Al Suwaidi 2005; Steyers and Miller 2014).  
La dysfonction endothéliale est causée par de multiples mécanismes d’origine génétique 
et environnementale, associés en grande partie aux facteurs de risques cardiovasculaires qui 
augmentent le niveau de stress oxydant dans les vaisseaux (Hadi, Carr, and Al Suwaidi 2005) 
(figure 3.1.). Le stress oxydant cause des dommages et altère les fonctions physiologiques de 
l’endothélium, et ceci est souvent associé à une diminution de la biodisponibilité du NO 
(Forstermann and Munzel 2006). La dysfonction endothéliale est non seulement une étape 
initiale clé dans le développement de l’athérosclérose (Davignon and Ganz 2004), mais elle est 
aussi liée à plusieurs pathologies cardiovasculaires comme l’hypertension, les pathologies des 
artères coronaires et périphériques, le diabète, la dyslipidémie et vieillissement vasculaire 
(Endemann and Schiffrin 2004). Les paragraphes suivants mettront en lumière les éléments clés 





Figure 4. Mécanismes associés à la dysfonction endothéliale. Les facteurs de risques 
cardiovasculaires sont associés à une augmentation du stress oxydant dans les vaisseaux. 
L’augmentation du niveau de ROS systémique favorise l’oxydation des LDL, la diminution 
du NO et la création d’un environnement pro-inflammatoire de l’endothélium qui sont des 
caractéristiques communes à la dysfonction endothéliale et aux complications 
cardiovasculaires subséquentes. Figure adaptée de :  (Higashi et al. 2009) 
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3.2. Le NO, un indicateur de la santé endothéliale  
Le NO est un gaz soluble continuellement libéré par les ECs. Il est un indicateur de la 
santé endothéliale globale (Lauer, Kleinbongard, and Kelm 2002). En effet, une diminution de 
la biodisponibilité physiologique du NO, causée notamment par les facteurs de risques 
cardiovasculaires, mène à la dysfonction endothéliale et à plusieurs pathologies 
cardiovasculaires (figure 4) (Tousoulis et al. 2012). Le NO est non seulement un important 
facteur vasodilatateur, mais aussi la principale substance protectrice de l’endothélium. Le NO 
possède un large éventail de fonctions biologiques dans la vasculature tel que la relaxation des 
SMCs, des propriétés anti-inflammatoires et anti-thrombotiques. Également, le NO joue un rôle 
dans la réparation de l’endothélium en stimulant la prolifération cellulaire (Tousoulis et al. 
2012). Au niveau de l’angiogenèse, le NO agit comme médiateur clé dans l’induction de 
plusieurs voies de signalisation pro-angiogéniques (Cooke and Losordo 2002a). Il stimule aussi 
la migration cellulaire (Murohara et al. 1999) et la mobilisation des cellules endothéliales 
progénitrices (EPCs) impliquées dans la néovascularisation (Ozuyaman et al. 2005). De plus, le 
NO possède des propriétés anti-oxydantes qui permettent l’élimination des anions superoxydes 
(Tomasian, Keaney, and Vita 2000).  
Le NO est produit par l’enzyme NOS (nitrique oxyde synthase) qui catalyse la 
transformation de L-arginine en NO et citrulline. Il existe 3 isoformes de NOS, soit les formes 
constitutives suivantes : neuronale type 1 (n-NOS), endothéliale type 3 (e-NOS) et inductible 
type 2 (i-NOS). La n-NOS joue un rôle prépondérant de neuromodulateur. Elle est présente dans 
le cytosol sous forme soluble et est principalement localisée dans les cellules neuronales, 
astrocytes et neutrophiles (Forstermann and Sessa 2012). La i-NOS est induite en réponse à des 
cytokines et à diverses toxines lors d’environnements inflammatoires. Elle est aussi présente 
dans le cytosol et retrouvée dans plusieurs types cellulaires dont les macrophages (McNeill et 
al. 2015). Contrairement aux autres isoformes, la e-NOS est liée à la membrane plasmique. Elle 
représente l’isoforme d’intérêt au niveau vasculaire car elle est exprimée abondamment dans les 




3.3. eNOS: structure et régulation 
L’enzyme eNOS est une protéine membranaire de 133 kD encodée par le gène NOS3. 
Structuralement, elle possède 2 domaines (réductase et oxygénase) et est active sous forme de 
dimère (figure 5). Le domaine oxygénase est situé du côté n-terminal et possède des sites de 
liaison pour le groupe hème, le cofacteur BH4 et le substrat L-arginine. Le domaine réductase 
en c-terminal à des sites de liaison pour le NADPH, le FMN et le FAD. Les deux domaines sont 
reliés ensemble par une séquence de liaison pour la calmoduline (Balligand, Feron, and Dessy 
2009). À noter que le cofacteur BH4 est un élément crucial qui permet à l’enzyme de 
fonctionner. En effet, en absence de BH4, l’eNOS en conformation dimérisée va passer à la 
forme monomérique inactive (figure 5). Ce processus de découplage génère des radicaux libres 
très réactifs, augmentant ainsi les niveaux de stress oxydant (Yang et al. 2009). Classiquement, 
l’eNOS peut être activé par phosphorylation sur de multiples sites tyrosine (Y), sérine (S) et 
thréonine (T) (Rafikov et al. 2011). Toutefois, un des mécanismes les plus connus implique 
l’activation d’eNOS par phosphorylation sur sa S1177 par la protéine kinase AKT (Dimmeler 
et al. 1999). Également, d’autres études ont démontré que la protéine Src serait impliquée dans 
le mécanisme d’activation d’eNOS (Chen et al. 2012; Davis et al. 2001).  
 
Figure 5. Structure et mécanisme de découplage d’eNOS. eNOS est une enzyme 
membranaire présente sur les ECs catalysant la génération de NO à partir d’arginine. Le 
découplage d’eNOS à son cofacteur BH4 inhibe la transformation d’arginine en NO et 




3.4. Une réduction de la biodisponibilité du NO favorise la 
dysfonction endothéliale 
Il est maintenant bien établi qu’une réduction de la biodisponibilité du NO favorise la 
dysfonction endothéliale, la progression de l’athérosclérose et l’apparition de plusieurs 
pathologies cardiovasculaires (Liu and Huang 2008). La diminution de la production de NO 
peut être causée par plusieurs mécanismes, pour la plupart liés à une augmentation du stress 
oxydant (Ho et al. 2013). En effet, un excès de stress oxydant favorise la dégradation du NO, 
inhibe l’expression et l’activation d’eNOS, diminue le substrat (L-arginine) et le cofacteur BH4 
(Liu and Huang 2008).  
Il existe actuellement plusieurs stratégies permettant d’augmenter la biodisponibilité du 
NO. Par exemple, certaines thérapies consistent à stimuler la production de NO par une 
supplémentation en L-arginine ou en BH4. Également, des inhibiteurs d’arginases peuvent être 
utilisés afin d’empêcher la dégradation du substrat. D’autres traitements vont cibler des voies 
de signalisation en agissant comme inhibiteur endogène de l’activation eNOS. Par exemple, des 
antagonistes du système rénine angiotensine permettent de réduire la production d’anions 
superoxydes, diminuant ainsi le découplage d’eNOS. Finalement, la stimulation d’eNOS par 
des polyphénols et des statines ou une supplémentation en NO exogène par des dérivés nitrés 
pourraient être utilisés (Lundberg, Gladwin, and Weitzberg 2015).  
 
3.5. Le stress oxydant: la principale cause à l’origine de la 
dysfonction endothéliale  
3.5.1. Définition du stress oxydant et contribution à la dysfonction 
endothéliale 
 Au cours de la vie cellulaire, plusieurs mécanismes de défense et de réparation sont 
continuellement activés afin de maintenir l’homéostasie contre les agressions endogènes et 
exogènes. Une des principales injures de l’endothélium vasculaire est le stress oxydant. Par 
définition, le stress oxydant correspond à une modulation de l’équilibre oxydoréducteur en 
 
18 
faveur d’un état pro-oxydant. Cet environnement pro-oxydant excessif est causé par une 
augmentation des espèces réactives oxygénées (ROS), azotées (RNS) et par une diminution des 
systèmes de défense antioxydants (Thorin-Trescases et al. 2010). Toutefois, il est important de 
mentionner que les ROS et RNS en faible quantité jouent un rôle au niveau physiologique. Par 
exemple, ils agissent comme second messager pour réguler l’expression des gènes, la 
modification post-traductionnelle et la régulation de voies de signalisation moléculaire de divers 
processus biologiques. Ils sont également impliqués dans les mécanismes de défense contre les 
micro-organismes (Schieber and Chandel 2014). Par contre, l’excès de ROS cause divers 
dommages aux macromolécules (ex. : protéines, lipides, ADN) et aux constituants cellulaires 
(ex. : mitochondries et membrane plasmique)(Schieber and Chandel 2014). Au niveau 
vasculaire, une augmentation des ROS par les facteurs de risques cardiovasculaires favorise le 
développement de la dysfonction endothéliale. Les mécanismes impliqués sont nombreux et 
sont en grande partie associés à une diminution du NO, l’oxydation des LDL, l’expression de 
molécules d’adhésion et la création d’un micro-environnement pro-inflammatoire (figure 4).  
3.5.2. Sources et types de ROS vasculaires. 
De façon générale, les ROS peuvent provenir de facteurs externes (exogènes) ou être 
produits par la cellule (endogènes). Par exemple, les ROS exogènes proviennent de sources 
variées comme les UV, les radiations, les infections et les agressions chimiques et physiques. 
Au niveau endothélial, les ROS peuvent être produits de façon endogène par plusieurs enzymes 
comme la NADPH oxydase (NOX), la xanthine oxydase, les cyclooxygénases, la glucose 
oxydase, les lipooxygénases et le découplage d’eNOS (Higashi et al. 2009) (figure 6). 
Également, la chaine de transport d’électron mitochondriale est une autre source majeure 
générant des ROS. Parmi les ROS de types radicalaires possédant un électron non apparié 
(radicaux libres), nous retrouvons l’anion superoxyde (O2
-) et le radical hydroxyle (OH.). Les 
ROS de type non radicalaire incluent le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’acide hypochlorite 
(HOCL) et le peroxynitrite (ONOO-) (Higashi et al. 2009). La cellule possède également 
plusieurs mécanismes de défense enzymatiques et non enzymatiques permettant l’élimination 
des ROS et le retour à l’équilibre. Par conséquent, une diminution du niveau endogène 
d’enzymes et de différents composés anti-oxydants   favorise une augmentation des ROS 
intracellulaires. Parmi les principaux mécanismes enzymatiques, nous retrouvons la superoxyde 
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dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation de l’anion superoxyde en H2O2, ainsi que la catalase 
et la glutathion et peroxydase (GPx) qui dégrade le H2O2 en eau. Les systèmes antioxydants non 
enzymatiques incluent le glutathion, les caroténoïdes, les flavonoïdes et les vitamines C et E 
(Thorin-Trescases et al. 2010).  
 
 
Figure 6. Sources et médiateurs intracellulaires générant des espèces réactives 




Parmi les différents types de ROS, l’anion superoxyde (O2
-) est le plus important au 
niveau vasculaire. En effet, il est le plus dommageable par sa grande réactivité avec le NO, mais 
aussi en tant que progéniteur de plusieurs autres espèces de ROS (Munzel et al. 2002). Au sein 
de l’endothélium, les NOX sont les principales sources générant des anions superoxydes par le 
transfert d’électron du NADPH vers l’oxygène (Kim and Byzova 2014). Les NOX sont des 
enzymes membranaires exprimés également dans d’autres types cellulaires tels que les SMCs, 
les fibroblastes de l’adventice et les phagocytes. L’activité des NOX est régulée par de multiples 
facteurs comme l’angiotensine 2, la thrombine, le facteur de nécrose tumorale (TNF-α) et par 
les forces hémodynamiques. Les NOX sont présentes en 7 isoformes (NOX1, NOX2 ou 
gp91phox, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 et DUOX2) (Nauseef 2008; Manea et al. 2015). 
Seulement 4 NOX (NOX1, 2, 4,5) sont exprimées au niveau endothélial. Parmi celles-ci les 
isoformes 1, 2 et 5 seraient impliquées dans la dysfonction endothéliale (Drummond and Sobey 
2014) et particulièrement la NOX2 qui est la plus abondante (Douglas et al. 2012; Lynch et al. 
2013). En effets, plusieurs études ont démontré que l’expression de NOX2 joue un rôle 
important dans le remodelage cardiaque (Zhao, McLaughlin, et al. 2010), l’athérosclérose 
(Judkins et al. 2010), l’hypertension (Dikalov et al. 2014) et l’inhibition de la néovascularisation 
post-ischémique par l’hypercholestérolémie (Haddad et al. 2011). Aussi, il a été documenté chez 
l’humain que la génération de ROS par NOX2 jouerait un rôle pathogène dans la modification 
des parois artérielles des sujets hypercholestérolémiques et obèses (Loffredo et al. 2012). De 
façon mécanistique, la génération d’anions superoxydes par NOX2 contribue à la dysfonction 
endothéliale et favorise une diminution du NO de plusieurs façons. Par exemple, les O2- 
réagissent très rapidement avec le NO pour former du peroxynitrite, causant ainsi une réduction 
du NO physiologique. Également, ils peuvent oxyder le BH4 et entrainer le découplage et 
l’inactivation d’eNOS, ce qui contribuera à générer d’autres anions superoxydes (figure 5) 
(Zhang and Shah 2014).  
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3.6. Rôle du système rénine angiotensine (RAS) dans la dysfonction 
endothéliale  
3.6.1 Généralité et fonctionnement du système RAS 
Le système rénine-angiotensine (RAS) est un système hormonal complexe qui, par une 
cascade endocrinienne enzymatique, régule des processus importants impliqués dans la stabilité 
hémodynamique (Lumbers 1995). En effet, les principales fonctions du RAS en condition 
physiologique sont le contrôle de la pression sanguine artérielle et de l’équilibre hydrosodé. 
Toutefois, l’activation pathologique du RAS mène à l’hypertension, l’hypertrophie cardiaque et 
à la fibrose tissulaire (Ma et al. 2010a). De plus, la rigidité artérielle causée par la stimulation 
chronique du RAS contribue à la progression de l’athérosclérose et à diverses complications 
cardiovasculaires et rénales (Durante et al. 2012). En condition physiologique, le RAS est activé 
par une baisse de pression artérielle. La cascade enzymatique débute par la sécrétion de rénine 
par le rein, au niveau de l’appareil juxtaglomérulaire. La rénine va ensuite catalyser la 
transformation de l’angiotensinogène, une protéine inactive produite par le foie, en 
angiotensine 1 (Ang1). L’Ang1 (sous forme de peptide inactif) sera clivée par l’enzyme de 
conversion de l’angiotensine (ACE) qui est sécrétée au niveau pulmonaire, pour former 
l’angiotensine 2 (Ang2). Finalement, l’Ang2  biologiquement active peut alors se lier et stimuler 




Figure 7. Implication du système RAS dans les maladies cardiovasculaires. La rénine 
catalyse la transformation d’angiotensinogène en angiotensine 1 (Ang1) qui est ensuite 
transformé en angiotensine 2 (Ang2) par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE). 
L’Ang2 produite peut se lier et activer deux récepteurs membranaires (AT1 et AT2) 
possédant des effets opposés bénéfiques et pathologiques. La rénine et la pro-rénine 
(forme inactive de la rénine) peuvent également lier le récepteur de la pro-rénine (P)RR 
et induire des voies de signalisation variées (Nguyen et al, 2010). La rénine peut aussi 
être activée par un deuxième mécanisme non protéolytique par liaison au récepteur (P)RR 
causant un changement conformationnel de celle-ci et libérant sont site actif pour 
l’angiotensinogène (Carey et al, 2008). Finalement, l’Ang1 et l’Ang2 peuvent aussi être 
clivés en différents métabolites peptidiques comme l’Ang 1-7, un ligand pour le récepteur 
MAS (G protein-coupled receptor MAS) qui peut activer des voies de signalisation 
alternatives associées à des effets protecteurs au niveau cardiaque, rénal et cérébral 
(Bader et al, 2014). Figure adaptée de : (Rajagopalan et al. 2013) 
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3.6.2. Rôle pathologique de l’Ang2 dans la dysfonction endothéliale   
Collectivement, les différentes études suggèrent que les principaux effets pathologiques 
de l’Ang2 sont associés à l’activation de son récepteur AT1. L’AT1 est le récepteur le plus 
connu et est responsable des effets de vasoconstriction. L’activation de ce récepteur est 
impliquée dans l’induction de l’activité de l’aldostérone, la réabsorption de sodium par le rein, 
l’hypertrophie du myocarde, la prolifération des SMCs et la stimulation du système 
sympathique. Le récepteur AT2 est moins connu et les données actuelles suggèrent qu’il 
possède des fonctions anti-athérogène inverses à l’AT1. En effet, l’AT2 serait impliqué dans 
l’apoptose, l’inhibition de la prolifération des SMCs, l’induction de l’angiogenèse et la 
vasodilatation (Esper et al. 2006). D’un point de vue pathologique, l’Ang2  joue un rôle très 
varié et favorise la dysfonction endothéliale (figure 7). Par exemple, l’Ang2 agit comme 
médiateur pro-inflammatoire stimulant la production de cytokines et de chimiokines contribuant 
à la migration de cellules inflammatoires dans les tissus (Ruiz-Ortega et al. 2001). Lors de ce 
processus, l’Ang2 favorise l’adhésion des monocytes et des neutrophiles à l’endothélium, par 
l’induction de molécule comme VCAM-1 via l’activation de son récepteur AT1 (Prasad et al. 
2001). De façon plus directe, il a été démontré chez le rat que l’Ang2 cause la dysfonction 
endothéliale en diminuant l’expression de divers facteurs vasodilatateurs et en favorisant la 
production d’anions superoxydes (Rajagopalan et al. 1996). Des études cliniques ont aussi 
démontré que l’inhibition d’Ang2 par des antagonistes du système RAS permet d’améliorer la 
fonction endothéliale qui est altérée en condition pathologique (Donnelly and Manning 2007). 
Cette restauration serait favorisée par l’augmentation de facteurs vasodilatateurs comme le NO 
et par un effet antioxydant (Tojo et al. 1996; Lupi et al. 2006). Également, l’Ang2 favorise la 
production de ROS vasculaires en induisant diverses enzymes NOX (Wang et al. 2001; 
Griendling et al. 1994)1) dont la NOX2 (Araujo et al. 2011). Une étude a confirmé l’importance 
pathologique de l’action Ang2/NOX2 dans la dysfonction endothéliale en condition diabétique. 
En effet, il a été démontré que l’inhibition de la signalisation dépendante de l’Ang2 permet de 
restaurer l’activité d’eNOS et d’inhiber l’expression de NOX2, améliorant ainsi la fonction 




Globalement, la stimulation chronique du système RAS favorise la dysfonction 
endothéliale. Les principaux effets pathologiques sont la vasoconstriction, la réduction du NO, 
le remodelage vasculaire, la création d’un phénotype pro-oxydant et pro-inflammatoire. 
Également, il a été démontré que l’inhibition du système RAS permet de récupérer la fonction 
endothéliale par un effet antioxydant (Durante et al. 2012 ; Ma et al. 2010 ; Imanishi et al. 2008). 
3.6.3. Effets bénéfiques potentiels des inhibiteurs de l’enzyme de conversion 
(ACEI) et des bloqueurs des récepteurs de l’angiotensine (ARB). 
Jusqu’à présent, les études ont démontré une certaine efficacité des ACEI et des ARB 
pour améliorer la fonction endothéliale. Par contre, l’efficacité reste ambiguë selon certaines 
études. Une des causes fondamentales liée à cette problématique est que les différents 
antagonistes sont associés à une inhibition incomplète du système RAS (Shafiq, Menon, and 
Victor 2008). Par exemple, l’utilisation d’ARB produit une rétroaction négative sur la sécrétion 
de rénine. Cette rétroaction favorise la réaugmentation du niveau de pro-rénine plasmatique. 
Également, les ACEI peuvent par des mécanismes compensatoires causer une réaugmentation 
d’Ang1, favorisant la restauration partielle de l’Ang2 par des voies de signalisations ACE-
indépendantes (Shafiq, Menon, and Victor 2008). Dans cette optique, l’utilisation d’inhibiteurs 
directs de la rénine pourrait théoriquement empêcher la réaugmentation de la pro-rénine et 
d’Ang1. En effet, le blocage du site catalytique de la rénine empêche d’une part la conversion 
d’angiotensinogène en Ang1, une étape limitante dans la production d’Ang2, mais aussi, 
inactive la pro-rénine plasmatique réaugmentée par le rétrocontrôle négatif  (Nussberger et al. 
2002). 
3.6.4. Potentiel thérapeutique de l’Aliskiren sur la fonction endothéliale 
L’Aliskiren (rasilez) est le seul inhibiteur direct de la rénine utilisé cliniquement dans le 
traitement de l’hypertension (depuis 2007) (Sanoski 2009). L’Aliskiren est un inhibiteur 
chimique qui agit en liant le site actif de la rénine, bloquant ainsi l’accès pour l’angiotensinogène 
et inhibant sa transformation en Ang 1. Contrairement aux ACEi, l’Aliskiren est donc un 
inhibiteur très sélectif ciblant une étape limitante du RAS dans la génération d’Ang 2. En effet, 
comme l’angiotensinogène est le seul substrat de la rénine et que la diminution d’Ang 1 par 
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l’inhibition directe de la rénine cause une déplétion importante en Ang1 nécessaire à la 
formation d’Ang 2, la rénine est considérée comme l’enzyme limitante clé du RAS. En effet, 
les ACEi ne réduisent pas complètement la production d’Ang2 car l’Ang 1 peut être convertie 
en Ang 2 par des voies alternatives indépendantes de l'ACE. Au niveau de ses propriétés 
physicochimiques, l’Aliskiren possède une hydrosolubilité élevée lui conférant une 
biodisponibilité accrue. De plus, l’Aliskiren possède une affinité très élevée pour la rénine avec 
un IC50 de 0.6 nM. Il possède une demi-vie d’environ 24h. Chez l’humain, l’Aliskiren exerce 
un effet antihypertenseur de façon dose dépendante avec des doses cliniques de l’ordre de 150-
600 mg/jour. Il est aussi important de noter que l’Aliskiren ne bloque pas l’interaction entre la 
rénine et le récepteur de la pro-rénine (P)RR dont l’activité est liée à différents effets 
pathologiques et physiologiques encore mal compris. Toutefois, l’Aliskiren possède l’avantage 
d’inhiber aussi la rénine activée de façon non protéolytique par liaison rénine/(P)RR (Allikmets, 
2007; Sun et al, 2017; Verdecchia et al, 2008). 
Comme tous les médicaments, il possède des avantages et des limitations. D’une part, 
l’aliskiren semble avoir des effets controversés au niveau de l’athérosclérose (Nussberger et al. 
2008; Mihai et al. 2013; Nicholls et al. 2013) et d’autre part, des effets bénéfiques sur la fonction 
endothéliale (Chang et al. 2016; Moriya et al. 2013). Par exemple, une étude clinique a montré 
que l’aliskiren n’a pas d’impact sur la progression de l’athérosclérose des coronaires chez les 
patients avec une pré-hypertension (Nicholls et al. 2013). Il a aussi été suggéré que l’Aliskiren 
pourrait augmenter les plaques aortiques en présences de pathologies cardiovasculaires pré-
existantes (Mihai et al. 2013). L’étude de Nussberger et ses collègues a quant à elle démontré 
que l’aliskiren préviendrait la progression de l’athérosclérose chez les souris 
hypercholestérolémiques (Nussberger et al. 2008). Les résultats de ces études sont donc 
contradictoires et une investigation plus poussée au niveau de l’athérosclérose doit être 
effectuée.  
Au niveau endothélial, l’Aliskiren possède des propriétés bénéfiques intéressantes. En 
effet, plusieurs études ont démontré que l’aliskiren améliore la fonction de vasorelaxation en 
stimulant l’activation de voies de signalisation impliquées dans la production de NO (Hung et 
al. 2016; Gu et al. 2016). De plus, l’Aliskiren possède une action anti-inflammatoire et anti-
oxydante (Del Fiorentino et al. 2010; Choi et al. 2011). Plus particulièrement, elle permettrait 
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l’inhibition du TNF-α, un important médiateur inflammatoire dans les cellules endothéliales 
(Del Fiorentino et al. 2010).  
3.7. Les oxLDL favorise la dysfonction endothéliale  
3.7.1. Interrelation entre oxLDL et inflammation 
 L’hypercholestérolémie est un important facteur de risque cardiovasculaire contribuant 
aux développements des maladies artérielles périphériques et coronariennes (Stapleton et al. 
2010). L’hypercholestérolémie mène aussi à la dysfonction endothéliale en diminuant la 
biodisponibilité du NO, en augmentant le stress oxydant systémique et en créant une forte 
condition pro-inflammatoire. Ce phénotype cause de profondes injures aux ECs associées à des 
défaillances de la réactivité vasculaire (Stapleton et al. 2010). Il est bien établi que 
l’hypercholestérolémie augmente les niveaux de lipides oxydés circulants, particulièrement les 
LDL oxydés (oxLDL). Les oxLDL stimulent l’inflammation soutenue dans les vaisseaux 
favorisant ainsi la dysfonction endothéliale (Libby 2002). Il existe donc une boucle pathologique 
complexe entre l’hypercholestérolémie, les oxLDL et l’inflammation, qui sont tous des éléments 
clés favorisant la dysfonction endothéliale. Par exemple, l’hypercholestérolémie augmente le 
niveau d’oxLDL et ceux-ci stimulent l’expression de gènes inflammatoires (Chen and 
Khismatullin 2015). D’autre part, l’inflammation de l’endothélium lors d’une infection peut 
causer l’oxydation des LDL par divers mécanismes (Memon et al. 2000). L’impact pathologique 
de l’hypercholestérolémie sera revu plus en détail au chapitre 5. 
3.7.2. Rôle des oxLDL dans la dysfonction endothéliale 
Jusqu’à présent, il a été mentionné que la dysfonction endothéliale est caractérisée par 
une défaillance des fonctions normales de l’endothélium par la création d’un phénotype 
vasoconstricteur, pro-inflammatoire et pro-oxydant. L’hypercholestérolémie favorise 
l’acquisition de ce phénotype par de nombreux mécanismes. Plusieurs études ont démontré que 
l’hypercholestérolémie diminue la biodisponibilité du NO de différentes façons. Par exemple, 
en augmentant l’expression d’ADMA (asymmetric dimethylarginine), un inhibiteur endogène 
d’eNOS qui compétitionne avec le substrat L-arginine (Cannon 1998; Vladimirova-Kitova et al. 
2008). Également, l’hypercholestérolémie induit la production d’agents vasoconstricteurs 
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comme le thromboxane (Goodwill et al. 2008) et l’Ang2 (Daugherty et al. 2004), ce qui favorise 
le découplage d’eNOS et l’élévation du stress oxydant. D’autres études ont démontré que 
l’hypercholestérolémie stimule les trois systèmes enzymatiques majeurs (NOX, xanthine 
oxydase et myeloperoxidase) associés à la production de ROS par les cellules vasculaires (Cave 
2009) et diminue l’activité du système de défense SOD (Mantha et al. 1993). Il est maintenant 
clairement établi que l’hypercholestérolémie mène à une réponse inflammatoire soutenue dans 
la vasculature. En effet, cette réponse est caractérisée par le recrutement de leucocytes à 
l’endothélium, mais aussi, par une augmentation de l’expression de divers médiateurs pro-
inflammatoires (Stapleton et al. 2010).  
Il existe donc un circuit pathologique en boucle liant l’hypercholestérolémie, le stress 
oxydant et l’inflammation. Par exemple, la réduction du NO par l’hypercholestérolémie et les 
ROS a pour conséquence de diminuer la propriété anti-inflammatoire de l’endothélium. Dans 
un premier temps, les ECs vont libérer des facteurs de chimiotactismes et exprimer des 
molécules d’adhésions permettant le recrutement et l’adhérence de cellules inflammatoires à 
l’endothélium (Cannon 1998). Également, les macrophages vont accumuler des oxLDL pour 
former des cellules spumeuses. Ces cellules vont alors sécréter plusieurs cytokines amplifiant 
l’état inflammatoire et aggravant l’injure endothéliale menant à sa dysfonction (Simionescu 
2007). De façon intéressante, des études ont démontré qu’il est possible de bloquer les 
évènements inflammatoires par une réduction de l’hypercholestérolémie par divers 
médicaments hypocholestérolémiants. Par exemple, l’utilisation de statines permet de diminuer 
l’expression de marqueurs inflammatoires clés incluant : MCP-1, IL-1, TNF-α, VCAM-1 et NF-
κB. Également, il est documenté que l’abaissement du taux de cholestérol réduit le stress 
oxydant vasculaire et permet de récupérer les niveaux physiologiques de NO (Yilmaz et al. 
2004; Ascer et al. 2004; Antonopoulos et al. 2012). Collectivement, ces résultats confirment le 
rôle important de l’hypercholestérolémie dans la dysfonction endothéliale.  
3.7.3. Mécanismes de signalisation intracellulaires induits par les oxLDL  
 Une concentration élevée d’oxLDL dans le sang est maintenant considérée comme un 
facteur de risque cardiovasculaire à part entière (Koenig et al. 2011). Les effets pathologiques 
de ceux-ci sont très variés. Par exemple, les oxLDL contribuent à l’athérosclérose par la 
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formation de cellules spumeuses, à la prolifération et à la migration des SMCs causant ainsi  
directement une dysfonction endothéliale (Pirillo, Norata, and Catapano 2013b). Plusieurs 
études cliniques ont documenté un taux élevé d’oxLDL circulants chez les patients présentant 
des facteurs de risques cardiovasculaires (Ramos-Arellano et al. 2014). Lorsque les LDL 
subissent des modifications oxydatives (oxLDL), ils sont reconnus par des récepteurs de type 
« scavenger » (SR) incluant ; SR-A, SR-BI, CD36 et LOX-1. Au niveau endothélial, le plus 
important est le LOX-1 connu sous le nom de lectin-like oxidized lipoprotein receptor-1. Il est 
normalement indétectable en condition physiologique. En effet, LOX-1 est induit non seulement 
par les oxLDL, mais aussi par différents stimuli pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1) et pro-
athérogéniques (Ang2, endothéline, ROS) (Pirillo et al. 2012; Xu et al. 2013).  
LOX-1 est un récepteur membranaire comprenant 4 domaines (cytoplasmique, 
transmembranaire, extracellulaire lié à l’oligomérisation et extracellulaire avec un site de liaison 
pour ligands) (Ryoo et al. 2011). À part les oxLDL, plusieurs autres ligands de moindre affinité 
peuvent activer LOX-1, incluant d’autres formes de LDL modifiées, des produits de glycation 
avancée (AGE), des plaquettes activées et des corps apoptotiques (Xu et al. 2013; Pirillo, Norata, 
and Catapano 2013b). La figure 8 résume les principaux processus pathologiques induits par 




Figure 8. Effets pathologiques des oxLDL sur les ECs et types cellulaires impliqués 
dans l’athérosclérose. Figure adaptée de : (Pirillo, Norata, and Catapano 2013a) 
3.7.5. Effets des oxLDL sur la capacité angiogénique des ECs 
La capacité angiogénique des ECs est une fonction hautement régulée en condition 
physiologique et souvent modulée en condition pathologique (Otrock et al. 2007). Par exemple, 
dans un contexte athérosclérotique, la stimulation de l’angiogenèse contribue à la formation de 
plaque et d’autre part, elle est requise afin de réduire des dommages ischémiques causés par 
l’athérosclérose elle-même (Moulton 2001; Marti and Risau 1999). L’angiogenèse implique 
plusieurs étapes comme la perte du contact cellule-cellule pour permettre la migration et la 
prolifération des ECs menant à la formation de nouveaux tubules (Otrock et al. 2007). Nos 
études au laboratoire ont démontré que l’exposition des ECs à l’oxLDL inhibe les capacités 
angiogéniques des ECs par divers mécanismes (Haddad et al. 2011; Desjarlais et al. 2017a) qui 
seront revus au chapitre 6.  
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 Les oxLDL ont également un impact négatif sur les cellules endothéliales progénitrices 
(EPCs) en causant leur dysfonctionnement (Ma et al. 2009). Les EPCs sont impliqués dans la 
régénération de l’endothélium et dans le processus de néovascularisation. Les EPCs stimulent 
la néovascularisation par la sécrétion de facteurs angiogéniques et par leurs intégrations aux 
structures vasculaires nouvellement formées. Il est maintenant connu que les pathologies 
ischémiques athérosclérotiques sont associées à une réduction du nombre et à une défaillance 
fonctionnelle des EPCs (Du et al. 2012). Différentes études suggèrent que les oxLDL causent 
une diminution du nombre d’EPCs, une induction de leurs sénescences et une défaillance de 
leurs capacités angiogéniques (Huang, Chen, and Lin 2014b; Imanishi et al. 2003; Imanishi et 
al. 2004).   
3.8. Résumé du chapitre 
Dans ce chapitre, il a été démontré que l’endothélium est un organe dynamique 
possédant plusieurs fonctions biologiques vitales et que la perte de ses propriétés physiologiques 
mène à la dysfonction endothéliale. L’acquisition de ce phénotype est en grande partie causée 
par les différents facteurs de risques cardiovasculaires et contribue à diverses pathologies 
cardiovasculaires, dont l’athérosclérose. Les mécanismes associés sont multiples et impliquent 
un ensemble de facteurs et d’acteurs moléculaires modulés en condition athérosclérotique. 
L’élévation du stress oxydant et la diminution du NO favorise la création d’un environnement 
pro-inflammatoire et pro-athérogénique caractéristique de l’endothélium dysfonctionnel. Le 







Chapitre 4. L’athérosclérose 
4.1. Définition et généralité 
L’athérosclérose est une pathologie systémique et progressive, définie par une 
association variable de remaniement de l’intima des artères de gros et moyen calibres (définition 
de l’OMS). Elle se manifeste par la formation de plaques constituées d’une accumulation de 
divers éléments (ex. : cholestérol, glucides complexes, cellules, produits sanguins, tissus 
fibreux) menant à une réduction progressive de la lumière artérielle (sténose) (Libby 2003). Il 
s’agit d’une pathologie multifactorielle évoluant sur plusieurs années. En effet, l’athérosclérose 
débute dès l’enfance à un stade asymptomatique et les premières manifestations cliniques 
apparaissent en général après l’âge de 40 ans (figure 9). Toutefois, la progression de 
l’athérosclérose est grandement influencée par les interactions entre la paroi artérielle et son 
micro-environnement. Dans cette optique, l’aspect épigénétique et environnemental contribue à 
accélérer le développement de l’athérosclérose (Lusis 2000). Les principales artères touchées 
sont les artères coronaires et carotidiennes, l’aorte abdominale et ses ramifications alimentant 
les membres inférieurs (VanderLaan, Reardon, and Getz 2004). Également, dans l’arbre artériel, 
il existe des localisations préférentielles favorisant la formation de plaques athérosclérotiques. 
Il s’agit de zones à faibles contraintes de cisaillements incluant les points de bifurcations et de 
courbures des artères (VanderLaan, Reardon, and Getz 2004). La gravité de l’ischémie tissulaire 
en aval de la plaque dépend du degré de sténose du vaisseau. La complication ultime de 
l’athérosclérose provient de la rupture de plaque (thrombose) pouvant causer une obstruction 
complète de l’artère entraînant une nécrose des tissus. Parmi les plus sévères et fréquentes 
manifestations cliniques, nous retrouvons l’infarctus du myocarde et l’AVC (OMS). Les 




Figure 9. Stades évolutifs de l’athérosclérose. Figure adaptée de : (National Institutes 
of Health (NIH)) 
4.2. Anatomopathologie de l’athérosclérose : stades évolutifs de la 
plaque  
4.2.1. Stade 1-3 : cliniquement silencieux 
 Basée sur des études anatomopathologiques et épidémiologiques, l’évolution de la 
plaque athérosclérotique a été classée en 6 stades (figure 9). Les stades 1 à 3 correspondent à 
des lésions retrouvées en général chez les sujets de moins de 20 ans et sont cliniquement 
silencieux. Les lésions de type 1, appelées lésions initiales ou microscopiques, sont présentes 
chez les moins de 10 ans et chez les adultes résistant à l’athérosclérose. Une infiltration d’un 
petit nombre de macrophages engorgés de lipides (cellules spumeuses) dans l’intima des artères 
est observée. Le stade 2 (stries lipidiques) se manifeste en général vers l’âge de 10-15 ans. Ces 
lésions macroscopiques sont caractérisées par la présence à la surface artérielle interne de 
surélévations linéaires de couleur jaune contenant des petits amas de cellules spumeuses et un 
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petit nombre de SMCs. Les lésions de type 3 (pré-athéromateuses et irréversibles) apparaissent 
normalement vers l’âge de 15-20 ans. Elles sont caractérisées par la présence de gouttelettes 
lipidiques extracellulaires localisées à proximité des stries lipidiques (Stary et al. 1994).  
4.2.2. Stade 4 et 5 : plaque simple, symptomatique ou non  
Les lésions de type 4 (athéromateuses) touchent en général les jeunes adultes de 20-30 
ans. Elles sont caractérisées par une augmentation de lipides extracellulaires libérés après la 
dégénérescence des cellules spumeuses. Ces vésicules de lipides vont ensuite fusionner pour 
former le corps lipidique. Le corps lipidique est en général acellulaire, précède la formation de 
tissus fibreux et désorganise la structure de l’intima. En effet, des dépôts de calcium et des 
capillaires apparaissent en bordure du corps lipidique. Les cellules spumeuses se concentrent à 
la surface de la lésion et une infiltration de cellules inflammatoires et un amincissement de la 
média sont observés. La plaque évolue ensuite en plaque fibreuse (type 5) ou en plaque rompue 
(type 6) (Stary et al. 1995). 
 
 Les lésions de type 5 (fibroathéromateuses) sont retrouvées généralement après 40 ans 
et correspondent à la définition type de l’athérosclérose. Elles sont caractérisées par la présence 
de tissus fibreux dans l’intima riche en collagène et en SMC entourant le centre nécrotique de 
la plaque et formant la chape fibreuse (type 5a). La plaque peut aussi présenter des calcifications 
dans le centre nécrotique (type 5 b). Au stade 5, une sténose artérielle significative est en général 
observée, en particulier dans les artères coronaires, carotidiennes et des membres inférieurs 
(Stary et al. 1995).   
4.2.3. Stade 6 : plaque compliquée 
La lésion de type 6 (plaque compliquée) représente une progression majeure de 
l’athérosclérose après 40 ans. Ce type de plaque est responsable d’évènements cliniques aigus 
(ex. : infarctus myocarde, AVC, anévrisme, hémorragie). Les plaques de type 6a sont 
caractérisées par des fissures superficielles ou profondes à la surface de la plaque. Elles peuvent 
causer un relargage massif de lipides dans le sang, favoriser la perforation de la média et générer 
de faux anévrismes. Ces plaques sont associées à des hémorragies intraplaques causées par la 
rupture des néovaisseaux et par les contraintes hémodynamiques. Les plaques de type 6b sont 
 
34 
associées à des thromboses menant à des infarctus et des AVCs. En effet, le contact sanguin 
avec le sous-endothélium et le centre nécrotique déclenche l’adhésion et l’agrégation des 
plaquettes conduisant à la formation d’un thrombus pariétal. La thrombose peut être rapidement 
occlusive si elle survient dans les artères de moyen calibre. En absence d’occlusion, 
l’incorporation du thrombus dans la plaque fissurée va mener à une diminution de la lumière 
artérielle (Stary et al. 1995). Mis à part les principales manifestations thrombotiques ou 
ischémiques sévères, les plaques de stade 6 peuvent mener à d’autres types de complications. 
Par exemple, elles peuvent causer des embolies de cholestérol périphériques par une fissure 
profonde du corps nécrotique qui libère le contenu lipidique dans le sang. Les plaques 
susceptibles d’engendrer ce type d’embolies sont retrouvées dans les grosses artères telles que 
l’aorte et l’artère iliaque. Des embolies multiples dérivant de ces plaques peuvent ensuite 
affecter les vaisseaux de petits calibres (Eggebrecht et al. 2000; Ben-Horin et al. 2003). Une 
autre complication est l’anévrysme artériel (ex : anévrismes de l’aorte abdominale). Il est défini 
comme une dilatation localisée de la paroi artérielle formant une poche de taille variable. Les 
lésions anévrismales sont caractérisées par un amincissement de la média et par une perte de 
SMCs remplacées par du tissu fibreux (Xu, Zarins, and Glagov 2001). 
4.3. Les différentes théories sur l’origine de l’athérosclérose  
Depuis près d’un siècle, plusieurs théories ont été postulées pour expliquer les différents 
mécanismes à l’origine de l’athérosclérose. Encore aujourd’hui, les mécanismes exacts 
demeurent partiellement définis. Parce que l’athérosclérose est un processus dynamique, 
complexe et multifactoriel, aucune théorie n’est vraiment exclusive, mais plutôt 
complémentaire. Au cours des dernières années, les trois hypothèses les plus acceptées pour 
expliquer les mécanismes de l’athérogénèse sont l’hypothèse de la réponse à l’injure, 
l’hypothèse de la modification oxydative des LDL et l’hypothèse inflammatoire. 
Collectivement, les mécanismes associés à ces trois hypothèses sont reliés et impliquent des 
évènements inflammatoires dans tous les stades de l’athérogénèse. De façon générale, les 
différentes théories permettent de mettre en lumière tous les mécanismes conceptuels importants 
de la genèse de la plaque. Les sections suivantes vont discuter des trois hypothèses de 
l’athérosclérose et de divers éléments clés impliqués dans les mécanismes sous-jacents. 
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4.3.1. L’hypothèse de la réponse à l’injure 
Une des premières hypothèses expliquant le développement de la plaque 
athérosclérotique a été postulée par Ross et ses collègues en 1973. Cette théorie implique des 
injures à l’endothélium favorisant une dénudation à l’origine de l’athérosclérose. Cette 
dégénérescence endothéliale mène ensuite à l’adhérence et à l’agrégation des plaquettes aux 
sites d’injures, conduisant à un micro-environnement pro-coagulant. Durant ce processus, des 
facteurs mitogènes sont sécrétés des plaquettes permettant la prolifération des SMCs de l’intima 
et une déposition de lipides intra- et extracellulaires (Ross, Glomset, and Harker 1977). Au début 
des années 2000, la théorie a été raffinée et remplacée par l’équivalent du terme dysfonction 
endothéliale. De façon moderne, la perte des fonctions physiologiques de l’endothélium par 
diverses injures génétiques et environnementales mène à une réponse compensatoire favorisant 
un phénotype pro-athérogénique. Pour résumer, similairement à la théorie de la dénudation 
endothéliale, la dysfonction endothéliale cause l’adhésion des leucocytes et des plaquettes 
menant à un phénotype pro-coagulant. De plus, la dysfonction endothéliale est caractérisée par 
une réponse inflammatoire favorisant le recrutement des monocytes à l’endothélium, ainsi que 
la migration et la prolifération des SMCs (Widlansky et al. 2003; Bonetti, Lerman, and Lerman 
2003).  
4.3.2. L’hypothèse de la modification oxydative des LDLs 
4.3.2.1. Historique  
La théorie de la modification oxydative des LDLs dérive de l’hypothèse de la réponse à 
la rétention émise par Williams et Tabas en 1994. En effet, basé sur le travail de nombreux 
chercheurs, les auteurs postulaient que la rétention des LDL dans la paroi des artères était le 
processus initiateur de l’athérosclérose (Williams and Tabas 1995). En effet, cette rétention des 
LDLs dans l’espace sous-endothélial était associée au déclenchement d’une réponse 
inflammatoire et à la formation de cellules spumeuses (Williams and Tabas 1995). Cette 
hypothèse était basée sur plusieurs évidences impliquant des expériences dans des modèles 
animaux. Par exemple, une rétention de LDL formant des micro-agrégats dans la paroi artérielle 
était observée deux heures après une injection de LDL chez le lapin (Nievelstein et al. 1991). 
Cette rétention était localisée dans des sites connus pour le développement de plaques 
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athérosclérotiques (Schwenke and Carew 1989). Également, il a été documenté que l’initiation 
de l’athérosclérose était diminuée en présence de faible concentration d’ApoB, une lipoprotéine 
associée aux LDLs (Mills and Taylaur 1971). Toutefois, d’autres études ont confirmées par la 
suite qu’une simple rétention de LDLs dans la paroi des artères n’était pas suffisante pour initier 
le processus athérogénique. En effet, des observations in vitro ont démontré que les LDLs 
n’étaient pas internalisés par les macrophages et que les récepteurs aux LDLs n’étaient pas 
responsables de la formation de cellules spumeuses (Goldstein and Brown 1977). D’un point de 
vue mécanistique, le récepteur des LDLs sous forme native possède un site de liaison 
reconnaissant l’ApoB des LDLs ou l’ApoE des VLDL. Le récepteur est aussi soumis à une 
régulation négative empêchant son expression lorsque la concentration de cholestérol 
intracellulaire est supérieure à un seuil critique. Or, ce mécanisme expliquait que les LDLs sous 
forme native n’étaient pas associés à la formation de cellules spumeuses qui requiert une 
accumulation excessive de lipides (Stocker and Keaney 2004). Collectivement, ces résultats 
suggéraient l’implication d’un autre récepteur reconnaissant des formes modifiées de LDL 
(Goldstein et al. 1979). Par la suite, une étude de Steinberg et ses collègues montrait que les 
LDLs subissant des modifications oxydatives étaient associés à une augmentation des cellules 
spumeuses et de l’athérogénèse (Steinberg et al. 1989). 
4.3.2.2. Mécanismes  
L’hypothèse de la réponse à la modification oxydative des LDLs peut être décrite comme 
suit (figure 10) : les LDL pénètrent et s’accumulent dans l’espace sous-endothélial des artères 
pour ensuite subir des modifications oxydatives par diverses sources environnementales, 
intracellulaires et enzymatiques. Le degré d’oxydation peut être minimal ou majeur et influencer 
la reconnaissance des LDLs par leurs récepteurs. Les LDL oxydés minimalement sont encore 
reconnus par les récepteurs aux LDLs natifs, alors que les LDLs fortement oxydés sont reconnus 
par des récepteurs de type scavenger (Stocker and Keaney 2004). D’un point de vue structural, 
les LDLs doivent subir une modification oxydative entraînant un changement conformationnel 
de leur ApoB causant la perte de reconnaissance pour le récepteur aux LDLs qui est remplacé 
par les récepteurs scavengers (Brown et al. 1979).  
Dans l’espace sous-endothélial, les oxLDL vont stimuler la production par les ECs de 
molécules tels que le MCP-1 et le VCAM-1 favorisant ainsi le recrutement et l’adhésion des 
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monocytes dans l’intima (Stocker and Keaney 2004). Les monocytes ayant pénétré l’intima vont 
se différencier en macrophages et être séquestrés dans l’espace sous-endothélial. Ces 
macrophages reconnaîtront les oxLDL par leurs récepteurs scavengers et vont ensuite 
internaliser de grandes quantités de lipides. Il est important de mentionner que la voie des 
récepteurs scavengers n’est pas régulée négativement et favorise une accumulation massive de 
lipides dans les macrophages formant les cellules spumeuses (de Winther et al. 2000). Les 
cellules spumeuses vont ensuite sécréter divers facteurs amplifiant la réponse inflammatoire, 
induisant la prolifération des SMCs et causant la dysfonction des ECs. La nécrose subséquente 
des cellules spumeuses va libérer diverses enzymes lysosomales, des débris cellulaires et 
d’importantes quantités de lipides. Tous ces processus vont favoriser la formation de la plaque 
athérosclérotique (Stocker and Keaney 2004). 
 
 
Figure 10. Mécanismes et éléments clés associées au développement de 
l’athérosclérose : Explication dans le texte. Figure adaptée de :  (Maiolino et al. 2013) 
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4.4. Rôle de l’immunité et de l’inflammation dans l’athérosclérose  
4.4.1. L’hypothèse inflammatoire : historique 
Au cours des dernières années, les progrès en science fondamentale et en recherche 
clinique ont permis d’établir que l’inflammation est un processus impliqué dans toutes les étapes 
du développement de l’athérosclérose (Libby 2002). En effet, il est aujourd’hui possible 
d’affirmer que l’athérosclérose est une maladie artérielle inflammatoire causée par divers 
facteurs d’agression dont en particulier les oxLDL. Historiquement, la présence de cellules 
inflammatoires dans les plaques athérosclérotiques est connue depuis le 19e siècle. Rudolf 
Virchow est le premier à avoir reconnu la nature inflammatoire des plaques athérosclérotiques 
comme un processus gras de ramollissement des artères causé par un état inflammatoire (Libby 
2002). Le concept inflammatoire décrit par Virchow était très novateur pour l’époque et a 
malheureusement été remplacer par d’autres théories jusqu’au début des années 1980. Par 
exemple, en 1985, Schwartz et ses collègues postulaient que l’athérosclérose était une maladie 
inflammatoire de la paroi artérielle, impliquant la participation active des 
monocytes/macrophages (Schwartz et al. 1985). Depuis, de nombreuses publications ont 
démontré l’importance  de l’inflammation dans les différentes étapes de l’athérosclérose (Libby 
2012). La dynamique des mécanismes inflammatoires est complexe et multifactorielle. Elle 
implique diverses cellules immunes et inflammatoires, ainsi qu’une multitude d’acteurs 
moléculaires dont en particulier les cytokines. 
 
4.4.2. L’hypothèse inflammatoire moderne  
D’un point de vue mécanistique, l’hypothèse inflammatoire est la plus acceptée 
aujourd’hui pour expliquer le développement et la progression de l’athérosclérose. Cette théorie 
est complémentaire à l’hypothèse de la modification oxydative des LDLs et à la dysfonction 
endothéliale. En effet, elle met en jeu une chronologie d’évènements dynamiques pouvant être 
résumés ainsi (Hansson 2001): 1) la pénétration, la rétention et l’oxydation des LDL dans 
l’intima comme stimulus déclencheur de la réponse inflammatoire. 2) L’induction de la 
dysfonction endothéliale par les oxLDL menant à l’expression de molécules d’adhésions et à la 
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production de cytokines inflammatoires par les ECs et permettant le recrutement des leucocytes 
à la paroi vasculaire. 3) La transmigration endothéliale et la différenciation des monocytes en 
macrophages, l’internalisation d’oxLDL et la formation de cellules spumeuses. 4) La sécrétion 
par les cellules spumeuses de diverses molécules pro-inflammatoires amplifiant l’inflammation 
de la plaque et stimulant la prolifération des SMCs. 5) D’autres types cellulaires incluant des 
lymphocytes T seront aussi recrutés par l’effet des cytokines sécrétées par les cellules 
spumeuses, les SMCs et les macrophages résidents. 6) Divers éléments tels que des MMPs, des 
ROS et des facteurs de croissance seront produits par les différentes cellules au sein de la plaque  
menant à l’amplification du cercle inflammatoire pro-athérogénique (Hansson 2001). Les 
principales cellules inflammatoires et les mécanismes clés permettant leurs recrutements dans 
la paroi des vaisseaux seront décrits dans les paragraphes suivants.  
4.4.3. Recrutement des cellules immunes à la paroi des vaisseaux  
4.4.3.1. Adhésion des leucocytes à l’endothélium  
Durant le processus initial de l’athérosclérose, les leucocytes mononucléaires incluant 
les monocytes et les lymphocytes vont adhérer à l’endothélium (figure 11). Pour ce faire, les 
ECs normalement résistantes à l’adhésion leucocytaire doivent être activées par divers 
médiateurs (oxLDL, TNF-α, IL-1, ROS) stimulant l’expression de protéines membranaires 
d’adhésion telles que VCAM-1 et ICAM-1 (Hansson 2001). L’induction de VCAM-1 et ICAM-
1 est en grande partie régulée par le facteur de transcription nucléaire (NF-κB), qui est activé 
par diverses cytokines et conditions inflammatoires (Collins et al. 1995). 
L’hypercholestérolémie est un autre facteur important qui favorise l’inflammation de la paroi 
vasculaire et l’expression de VCAM-1 par l’endothélium (Li et al. 1993). ICAM-1 est 
principalement exprimé par des mécanismes dépendants des cytokines et par le stress 
hémodynamique artériel, notamment en condition d’hypertension (Walpola et al. 1995).  
 
Une fois adhérés à l’endothélium, les leucocytes vont migrer dans l’intima par 
transmigration endothéliale sous l’influence de facteurs chimioattractants. Divers types 
cellulaires (ex : ECs, SMCs, macrophages) produisent des molécules chimiotactiques 
nécessaires à l’attraction de cellules inflammatoire dans l’intima artérielle (Hansson 2001). 
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Parmi ces facteurs, le MCP-1 (monocyte chemotactic proteine-1) est le plus important et le plus 
caractérisé. En effet, il permet la migration et la diapédèse des monocytes adhérés vers l’espace 
sous-endothélial par sa liaison à son récepteur CCR2 (C-C chemokine receptor type 2) à la 
membrane monocytaire (Deshmane et al. 2009).  
 
 
Figure 11. Étapes d’adhésion des leucocytes à l’endothélium et principales molécules 
impliquées. Figure adaptée de :  (Vestweber 2015) 
4.4.3.2. Macrophage : processus de différenciation et formation en cellule spumeuse  
Les macrophages sont des éléments clés dans l’athérosclérose participant à 
l’inflammation et à la formation de cellules spumeuses. Leurs actions dépendent largement de 
leur capacité à produire plusieurs médiateurs pro-athérogéniques comme des ROS, des 
cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance et des MMPs (Hansson 2001). Les 
différentes molécules produites vont alors contribuer à amplifier l’inflammation de la plaque, 
stimuler la prolifération des SMCs, mais aussi, à la déstabilisation de la plaque 
athérosclérotique. Les macrophages peuvent également déclencher une réponse immunitaire 
adaptative en présentant des antigènes pour différentes cellules immunes. Durant 
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l’athérogénèse, les monocytes localisés dans l’espace sous-endothélial vont se transformer en 
macrophages sous l’influence de facteurs de différenciations comme le M-CSF (macrophage-
colony-stimulating-facteur). Le M-CSF est produit et sécrété par différents types cellulaires 
comme les macrophages, les ECs, les fibroblastes et les lymphocytes (Tojo et al. 1999). 
Plusieurs études ont confirmé l’importance du M-CSF dans le processus de différenciation des 
monocytes en macrophages. Par exemple, une diminution significative de l’athérosclérose est 
observée chez les souris hypercholestérolémiques déficientes en M-CSF (de Villiers et al. 1998; 
Smith et al. 1995).  
 
Un des processus les plus importants dans l’athérogénèse est la transformation des 
macrophages résidents de l’intima en cellules spumeuses. Ce processus est caractérisé par une 
accumulation incontrôlée des oxLDL et du cholestérol estérifié dans les macrophages. Cette 
accumulation sous forme de gouttelettes lipidiques dans le cytosol des macrophages les 
transforme en cellules spumeuses (Yu et al. 2013). Afin de capter et d’internaliser les différents 
lipides, les macrophages doivent exprimer des récepteurs scavenger (SR) responsables de la 
reconnaissance et de la liaison des oxLDLs (figure 12). Les principaux récepteurs pour les 
oxLDLs sont le LOX-1, le SR-A et le CD36. De façon intéressante, les récepteurs SR-A et CD36 
participeraient à 75-90 % de l’internalisation totale des oxLDLs dans les macrophages 
(Kunjathoor et al. 2002). L’expression de ses récepteurs est finement régulée par diverses 
cytokines dont les principales sont le TNF-α, IL-4, IL-6 et INF-γ. Ces cytokines sont sécrétées 
par différentes cellules (macrophages, TH-1, TH-2 et SMCs) (de Villiers et al. 1998). Les 
cellules spumeuses vont grandement contribuer à la formation du corps lipidique en libérant 
d’importantes quantités de lipides lors de leur mort par nécrose (Kunjathoor et al. 2002). 
Également, il est maintenant connu que les macrophages peuvent acquérir deux phénotypes 
différents (M1 et M2) possédant des fonctions inverses dans l’athérosclérose (Leitinger and 
Schulman 2013). Ce processus d’acquisition phénotypique est appelé polarisation des 




Figure 12. Formation de la cellule spumeuse. Récepteurs et mécanismes 
d’internalisation (bleu) et d’élimination (vert) des lipides par les macrophages. Voies de 
signalisation impliquées dans l’induction de l’inflammation et de l’apoptose par les 
oxLDL (rouge). Figure adaptée de : (Moore, Sheedy, and Fisher 2013b) 
 
4.4.3.3. La polarisation des macrophages : diversité des phénotypes 
Au cours des dernières années, plusieurs études se sont intéressées à mieux caractériser 
la grande diversité des populations de macrophages, notamment leurs différentes fonctions en 
condition pathologique. Malgré les progrès majeurs, les mécanismes précis menant à 
l’acquisition d’un phénotype particulier dans l’évolution de l’athérosclérose demeurent 
controversés. En effet, il est maintenant connu que les macrophages présentent des fonctions 
hautement hétérogènes, en fonction des stimuli et du micro-environnement dans lequel ils sont 
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localisés. Par exemple, ils peuvent changer de phénotype lors de dommages tissulaires, ce qui 
leurs confère une grande plasticité (Leitinger and Schulman 2013).  
 
Classiquement, deux sous-types principaux de macrophages (M1 et M2) ayant des rôles 
inverses sont retrouvés dans les plaques d’athéromes (figure 13). Les M1 sont caractérisés pro-
inflammatoires et pro-athérogéniques, alors que les M2 possèdent des fonctions inverses. En 
effet, les M2 sont impliqués principalement dans la phase de résolution inflammatoire, la 
réparation tissulaire et la régression de l’athérosclérose (Peled and Fisher 2014). Par exemple, 
il a été démontré que la quantité de M1 et de M2 est augmentée dans les plaques en progression. 
Toutefois, les M1 sont prédominants dans les plaques instables alors que les M2 sont nombreux 
dans l’adventice des plaques stabilisées (Stoger et al. 2012). Les stimuli et les mécanismes à 
l’origine de la polarisation des macrophages sont multifactoriels et divergent selon le micro-
environnement. Les paragraphes suivants discuteront du rôle général des M1 et des M2 dans la 
phase de progression et de régression de la plaque athérosclérotique. 
 
 La polarisation des macrophages en M1 peut être induite par plusieurs stimuli tels que 
des ligands des récepteurs TLR (tool-like-receptor) incluant le LPS et l’IFNγ. Ces deux ligands 
sont fortement produits en condition hypercholestérolémique par les TH1. Les M1 sont reconnus 
pour générer de multiples médiateurs pro-inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-1β, IL-6, IL-
12, iNOS et MMPs (Hanna et al. 2012; Peled and Fisher 2014; Leitinger and Schulman 2013). 
La sécrétion de ces divers facteurs a pour conséquence de maintenir l’environnement 
inflammatoire favorisant la progression de l’athérosclérose. De plus, la synthèse de MMPs 
contribue à la dégradation de la MEC menant à la formation de plaques instables et compliquées. 
La production de facteurs pro-athérorogéniques par les M1 stimule l’activation des ECs et des 
SMCs (Chinetti-Gbaguidi et al. 2011). Aussi, les M1 causent des altérations au métabolisme 
lipidique en diminuant l’expression d’ABCA1, un important transporteur inverse de cholestérol, 




Figure 13. Polarisation des macrophages M1 vs M2 : rôles et caractéristiques. Figure 
adaptée de : (Laskin 2009) 
 
Contrairement aux M1, la polarisation des macrophages en M2 est induite par des 
cytokines (IL-4 et IL-13) produites par les TH2 (Tiemessen et al. 2007). Les M2 sont 
caractérisés par l’expression de marqueurs comme le CD163 et le CD206, la production de 
cytokines anti-inflammatoires incluant que le TFG-β et l’antagonisme des récepteurs à l’IL-1 et 
l’IL-10. Basées sur le sécrétome spécifique des M2, des études ont confirmé qu’ils participent 
activement à la réparation tissulaire et que leur nombre est augmenté significativement dans les 
plaques d’athéromes en régression (Feig, Rong, et al. 2011; Feig, Parathath, et al. 2011). 
Toutefois, les mécanismes à l’origine de l’enrichissement en M2 dans les plaques en régression 
demeurent encore mal compris. Hypothétiquement, des études suggèrent que cet enrichissement 
pourrait être le résultat de trois processus: 1) le changement de phénotype M1 en M2 par le 
micro-environnement (Gordon and Martinez 2010), 2) le remplacement des M1 résidents par 
des M2 attirés aux sites athérosclérotiques (Llodra et al. 2004) et 3) la prolifération des M2 de 
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l’intima (Davies et al. 2013). La contribution des M2 à la régression de plaque est 
principalement liée à leur fonction lors du remodelage tissulaire et leur rôle anti-inflammatoire 
via l’IL-13. Par exemple, chez la souris hypercholestérolémique, l’IL-13 diminue le recrutement 
des monocytes en inhibant l’induction de VCAM-1. Aussi, le niveau d’expression d’IL-13 est 
inversement corrélé à la quantité de M1 et associé à une augmentation des M2 dans les plaques 
athérosclérotiques (Cardilo-Reis et al. 2012). Finalement, il a été démontré que l’hyperglycémie, 
un important facteur de risque cardiovasculaire, diminue l’enrichissement des M2 (Parathath et 
al. 2011). Parmi les autres fonctions bénéfiques des M2, nous retrouvons la sécrétion de 
collagène stabilisant la plaque (Schnoor et al. 2008) et leur capacité à éliminer les débris 
cellulaires empêchant ainsi l’expansion du corps nécrotique (Zizzo et al. 2012). 
4.5. Rôle des cytokines dans l’athérosclérose  
Le recrutement, la stimulation et l’activation des cellules impliquées dans les différents 
processus de l’athérosclérose requièrent un système de communication moléculaire qui est 
médié en grande partie par les cytokines. Les cytokines sont des molécules solubles sécrétées 
par les cellules et agissant sur la régulation des voies de signalisations intracellulaires. 
L’interaction des cytokines avec leurs récepteurs spécifiques se produit de façon paracrine 
(cellule proche), juxtacrine (cellule en contact), autocrine (sur elle-même) et endocrine (cellule 
à distance). Les cytokines représentent un groupe de plus de 100 protéines de faible poids 
moléculaire (<50 KD) divisé en plusieurs familles. Nous retrouvons les interleukines (IL), les 
chimiokines (CCL, CXCL), le tumor necrosis factor  (TNF), le transforming grow factor (TGF), 
les interférons (INF), les colony-stimulating factor (CSF) (Ramji and Davies 2015). Toutes ces 
familles sont impliquées dans divers processus biologiques participant à la réponse 
inflammatoire de l’athérosclérose. Les voies de signalisations stimulées par les cytokines sont 
complexes, car ils peuvent agir de façon synergique et antagoniste. Globalement, après liaison 
avec leurs récepteurs, les cytokines provoquent des cascades de signalisations moléculaires 
activant des protéines kinases et induisant l’expression de divers facteurs transcriptionnels 
(Autieri 2012). Toutefois, plusieurs études ont permis d’identifier des cytokines pro et anti-
athérosclérotiques ayant un rôle important dans la progression de la maladie. Les paragraphes 




4.5.1 Cytokines pro-athérogéniques : IFNγ, TNF-α et IL-1  
Les principales cytokines pro-athérogéniques sont l’IFNγ, le TNF-α et l’IL-1. L’IFNγ 
est une cytokine de la famille des interférons retrouvée abondamment dans la plaque 
athérosclérotique. Elle est synthétisée constitutivement par les TH1, alors que les ECs, les 
macrophages et les SMCs la produisent en réponse à divers stimuli inflammatoires. L’IFNγ est 
un activateur des voies de signalisation JAK/STAT et SMAD impliquées dans l’induction de 
gènes pro-inflammatoires et d’adhésions (Paukku and Silvennoinen 2004; Tedgui and Mallat 
2006a). Des études ont également démontré que l’IFNγ augmente l’internalisation d’oxLDL par 
les macrophages favorisant la formation de cellules spumeuses (Whitman et al. 2000). 
Le TNF-α est fortement impliqué dans les processus inflammatoires et il joue un rôle 
pro-athérogénique majeur. Par exemple, l’activation de son récepteur TNF-αR1 induit 
l’expression de multiples gènes pro-inflammatoires importants par l’intermédiaire de  NF-κB. 
Le TNF-α est exprimé par les lymphocytes, les macrophages, les monocytes, les ECs et les 
SMCs (Sprague and Khalil 2009; Autieri 2012). Par l’induction de VCAM-1, le TNF-α promeut 
l’adhésion des leucocytes à l’endothélium et induit une dysfonction endothéliale en augmentant 
les niveaux de ROS intracellulaires (Zhang et al. 2009). Chez la souris hypercholestérolémique, 
il a été démontré que la suppression du gène TNF-α permet de diminuer significativement 
l’inflammation et la formation de plaques athérosclérotiques (Branen et al. 2004; Ohta et al. 
2005).  
L’IL-1β est une importante interleukine pro-athérogénique fortement retrouvée dans les 
plaques athérosclérotiques. Elle est synthétisée par les monocytes, macrophages, ECs et SMCs 
en réponse à divers stimuli inflammatoires incluant le LPS et le TNF-α (Frostegard et al. 1999). 
Elle induit à son tour la production de nombreuses autres cytokines par des mécanismes 
dépendants des MAPK kinases et de NF-κB (Frostegard et al. 1999). De plus, l’activation de 
ces voies de signalisations mène à l’expression de molécules d’adhésions impliquées dans le 
recrutement de diverses cellules inflammatoires (Bevilacqua et al. 1985). IL-1 permet de 
maintenir l’inflammation locale des lésions athérosclérotiques. En effet, plusieurs modèles 
animaux ont permis de démontrer que la délétion du gène IL-1 réduit l’athérosclérose en 
condition d’hypercholestérolémie (Schieffer et al. 2004). 
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4.5.2. Les cytokines anti-athérogéniques : IL-10, TFG-β et IL-33 
Au cours des dernières années, beaucoup d’études se sont concentrées à mieux 
caractériser la fonction des cytokines jouant un rôle anti-athérogénique et exprimées de façon 
abondante au sein des plaques athérosclérotiques. Parmi les plus documentées, nous retrouvons 
l’IL-10, L’IL-33 et le TFG-β.  L’IL-10 est l’interleukine anti-inflammatoire la plus étudiée. Elle 
est produite par plusieurs cellules telles que les macrophages, les monocytes et les lymphocytes 
T et B (Mallat et al. 1999). Les rôles bénéfiques de l’IL-10 sont nombreux. Par exemple, l’IL-
10 favorise la polarisation des cellules T en phénotype TH2 (anti-athérogénique) et inhibe la 
prolifération des TH1 (pro-athérogénique). Aussi, l’IL-10 diminue l’expression de multiples 
gènes inflammatoires en inhibant l’activation de  NF-κB par le TNF-α (Rajasingh et al. 2006; 
von der Thusen et al. 2003).  
 
 L’IL-33 fait partie de la famille des IL-1 mais contrairement aux autres membres, elle 
joue un rôle anti-athérogénique. Elle induit l’expression de diverses cytokines anti-
inflammatoires comme l’IL-5 et l’IL-13 qui sont reconnues pour diminuer la production d’IFNγ 
(Miller et al. 2008). Chez la souris hypercholestérolémique, l’IL-33 inhibe la formation de 
cellules spumeuses par plusieurs mécanismes. D'une part, l’IL-33 promeut la réduction de 
l’internalisation lipidique dans les macrophages par la diminution du récepteur scavenger CD36, 
et d'autre part, elle induit l’expression de gènes associés au transport inverse du cholestérol 
(McLaren et al. 2010). 
 
 Le TFG-β  est la cytokine anti-athérogénique la plus étudiée des 50 membres de la 
famille des TGF. Il est produit par les macrophages, les lymphocyte T, les ECs et les SMCs 
(Grainger 2007). Des études ont démontré que le TFG-β  est présent en faible quantité dans le 
sang des patients présentant une athérosclérose sévère (Grainger et al. 1995). Les effets 
athéroprotecteurs du TFG-β  sont multiples. Par exemple, en condition athérosclérotique, le 
TFG-β  inhibe la migration et la prolifération des SMCs, stimule la formation de MEC et exerce 
une fonction anti-inflammatoire en induisant la polarisation des TH2 (Grainger 2004).  
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4.5.3. Les chimiokines 
Les chimiokines sont une famille de plus de 50 cytokines chimioattractantes de faible 
poids moléculaire (8-12kd) permettant le recrutement et la migration des cellules immunes à 
des emplacements inflammatoires spécifiques. Ils sont classés en 4 sous-groupes incluant les 
CXC, CC, CX3C et les C. Par leurs fonctions chimiotactiques, elles jouent un rôle clé dans la 
réponse inflammatoire athérosclérotique. Les chimiokines exercent leurs effets par l’activation 
de récepteurs spécifiques exprimés à la surface des différentes cellules inflammatoires. Il existe 
plus de 18 récepteurs aux chimiokines capables de lier plusieurs chimiokines différentes. Suite 
à la liaison à leurs récepteurs, les chimiokines vont activer différentes voies de signalisation 
intracellulaire telle que la voie du PI3K et des MAPK menant à la migration de la cellule 
stimulée. Dans la paroi artérielle saine, les chimiokines sont très peu exprimées. Par contre, elles 
sont induites et sécrétées par différents types cellulaires en réponse à des stimuli inflammatoires 
tels que le LPS, les oxLDLs et le TNF-α. Également, les contraintes de cisaillements retrouvées 
dans les régions artérielles présentant des plaques athérosclérotiques induisent la production de 
chimiokines. Les couples chimiokines/récepteurs les plus étudiés dans l’athérosclérose sont les 
suivants : MCP-1 (CCL2/CXCR2), RANTE (CCL5/CCR1et5), SDF-1 (CXCL12/CXCR4) 
(Zernecke and Weber 2014; van der Vorst, Döring, and Weber 2015).  
4.5.4 Régulation de la signalisation moléculaire inflammatoire médiée par les 
cytokines.  
Les cytokines peuvent activer différents récepteurs et mener à la transcription de gènes 
pro- et anti-inflammatoire par la translocation au noyau de différents facteurs transcriptionnels. 
Parmi ces facteurs,  NF-κB est un médiateur clé à l’origine de la transcription de gènes impliqués 
dans la régulation de l’inflammation et l’apoptose. Les voies de signalisation impliquées sont 
complexes et forment un circuit de signalisation menant à des réponses différentes en fonction 




Figure 14. Régulation de l’inflammation par les cytokines : voies de signalisation 
impliquées et rôles de  NF-κB . Figure adaptée de : (Tedgui and Mallat 2006b) 
4.6. Rôle du stress de cisaillement dans l’athérosclérose 
Le développement de plaques athérosclérotiques affecte de façon préférentielle certaines 
régions des artères telles que les bifurcations et les points d’embranchements (figure 15). Plus 
précisément, ces différentes régions présentent un débit sanguin non uniforme caractérisé par 
de faibles contraintes hémodynamiques (cisaillement, force de frottement) à la surface de 
l’endothélium, prédisposant ces régions à développer des plaques. Les forces de cisaillements 
(shear stress) correspondent aux forces appliquées parallèlement à la paroi vasculaire par 
l’écoulement sanguin. Alors que les contraintes de cisaillement sont le résultat à la fois du taux 
de cisaillement et de la viscosité du sang. Les forces de cisaillement ont un effet protecteur dans 
l’athérosclérose par la régulation de récepteurs sensoriels présents à la surface endothéliale. En 
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effet, ces récepteurs vont activer des voies de signalisation menant à la transcription de différents 
gènes possédant dans leurs promoteurs une séquence spécifique nommée SSRE (shear stress 
response element). Les gènes alors transcrits vont jouer des rôles dans différents processus de 
l’athérosclérose. En effet, ils vont favoriser l’adhésion de leucocytes, augmenter de la 
perméabilité endothéliale aux lipides et créer un environnement pro-thrombotique, pro-
inflammatoire, pro-oxydant et vasoconstricteur (Cunningham and Gotlieb 2005; Malek, Alper, 
and Izumo 1999). 
 
Figure 15. Régions artérielles sujettes à l’athérosclérose. Les régions de faible force de 
cisaillement dans les artères comme les courbures et les bifurcations sont des endroits 
préférentiels pour le développement de plaques athérosclérotiques. Figure adaptée de :  




4.7. Manifestation clinique de l’athérosclérose et résumé de chapitre 
Au cours de ce chapitre, il a été démontré que l’athérosclérose est une maladie évoluant 
sur plusieurs années et provoquant une réduction progressive du calibre interne des artères. Cette 
sténose a pour conséquence de diminuer l’apport sanguin aux tissus en aval de la région touchée 
causant une condition d’ischémie. La sévérité des dommages tissulaire est fonction du degré 
d’obstruction du vaisseau et mène à une ischémie chronique ou aiguë. La rupture de la plaque 
lors d’évènements thrombotiques est potentiellement mortelle. En effet, elle peut survenir de 
façon brutale et causer l’infarctus du myocarde et l’AVC par un blocage complet d’une artère 
coronaire ou cérébrale. D’un point de vue mécanistique, il a été démontré que les processus à 
l’origine du développement de l’athérosclérose sont dynamiques, complexes et multifactoriels. 
En effet, ils font intervenir plusieurs types cellulaires et médiateurs moléculaires agissant tous 
de façon complémentaire. Toutefois, il est possible d’affirmer que l’athérosclérose est le résultat 
d’une boucle pathologique liant un phénotype inflammatoire et pro-oxydant favorisant la 
dysfonction endothéliale. Ce phénotype va ensuite engendrer une cascade de processus menant 
à la rétention et à l’oxydation des LDL dans la paroi artérielle, et à la formation de cellules 
spumeuses. Parallèlement, une amplification de la réponse inflammatoire, la prolifération de 
SMC, ainsi que l’augmentation des lipides et de diverses composantes dans la plaque vont 
contribuer au développement de l’athérosclérose. De façon importante, l’initiation et la 
progression de l’athérosclérose sont grandement influencées par les facteurs de risques 
cardiovasculaires classiques. Le chapitre suivant discutera de l’influence des principaux facteurs 
de risques sur l’athérosclérose, et en particulier de l’hypercholestérolémie qui est l’objet d’une 






Chapitre 5. Les facteurs de risque cardiovasculaire 
5.1. Généralité 
Au cours du chapitre précédent, il a été démontré que les causes et les mécanismes 
associés au développement de l’athérosclérose sont multifactoriels. Toutefois, grâce aux études 
épidémiologiques, il est maintenant connu que le développement de l’athérosclérose est 
grandement influencé par les facteurs de risques cardiovasculaires. Traditionnellement, ils sont 
divisés en 2 catégories : les facteurs de risque non modifiable (vieillissement, le sexe et 
l’hérédité) et les facteurs de risque modifiable (l’hypercholestérolémie, le tabagisme, 
l’hypertension, le diabète et l’obésité) (Wilson 1994; Corti, Fuster, and Badimon 2003). 
Également, d’autres facteurs secondaires comme le stress, l’alcoolisme, la diète et la sédentarité 
contribuent à potentialiser l’impact des facteurs de risques modifiables (Américan Heart 
Association). L’action des facteurs de risques sur les mécanismes moléculaires à l’origine de 
l’athérosclérose est complexe et reste partiellement définie. Toutefois, ils ont en commun de 
créer un environnement inflammatoire et pro-oxydant favorisant la dysfonction endothéliale et 
le développement d’un phénotype pathologique athérosclérotique (Grover-Paez and Zavalza-
Gomez 2009; Willerson and Ridker 2004b; Dinh et al. 2014; Jimenez-Rosales et al. 2013). Les 
prochaines sections visent à définir l’impact des différents facteurs de risques cardiovasculaires 
sur l’athérosclérose et les principaux mécanismes sous-jacents, en particulier en ce qui concerne 
l’hypercholestérolémie.  
5.2. Les facteurs de risque non modifiable 
5.2.1 Vieillissement 
Le vieillissement est un important facteur de risque non évitable associé aux maladies 
cardiovasculaires et au développement de l’athérosclérose. En effet, lors du vieillissement des 
individus, des changements physiologiques majeurs altérant la structure et les fonctions 
biologiques des vaisseaux sanguins sont observés (Ribera-Casado 1999). Ces modifications 
morphologiques vont contribuer à la progression de l’athérosclérose, dont les manifestations 
cliniques arrivent en général après 40 ans (Kannel and Vasan 2009). De plus, le vieillissement 
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augmente l’incidence d’autres facteurs de risque comme l’hypertension, le diabète et 
l’hypercholestérolémie favorisant ainsi la survenue des maladies cardiovasculaires (Wang and 
Bennett 2012). Le vieillissement physiologique des artères mène à un remodelage vasculaire 
caractérisé par un épaississement de l’intima et de la média provoquant une raideur artérielle et 
une perte d’élasticité progressive (Wang and Bennett 2012). Les vaisseaux sanguins âgés 
montrent des caractéristiques pathologiques retrouvées dans l’athérosclérose. Par exemple, une 
réduction du nombre de SMCs dans la média, une augmentation du dépôt de collagène et une 
fracture des lamelles d’élastines mène à une dilatation des vaisseaux et de la lumière artérielle 
(Wang and Bennett 2012). Également, une augmentation de la glycation des protéines, de 
l’activité des MMPs et du système RAS sont observées dans les vieilles artères. Collectivement, 
tous ces processus moléculaires contribuent à une perte d’élasticité et à une augmentation de la 
rigidité artérielle favorisant l’hypertension (Wang and Bennett 2012). Les vaisseaux âgés sont 
également caractérisés par une activitée inflammatoire élevée dans l’endothélium, augmentant 
l’entrée des LDLs plasmatique dans l’intima et favorisant l’athérosclérose (Donato et al. 2015). 
Un des principaux mécanismes pathologiques associés au vieillissement est la sénescence 
cellulaire. Elle est caractérisée par une dégradation progressive des fonctions basales des 
cellules (capacité de prolifération, de migration et la modulation de l’expression normale de 
différents gènes) menant à dysfonction endothéliale (Wang and Bennett 2012). Plusieurs études 
ont démontré d’importants changements fonctionnels dans plusieurs types cellulaires âgés 
impliqués dans l’athérosclérose tels que les ECs (Hariri et al. 1988), les SMCs (Gerhard et al. 
1996)et les cellules inflammatoires (Chung et al. 2006). Parmi les changements observés nous 
notons une diminution du potentiel prolifératif ainsi qu’une augmentation des marqueurs de 
sénescence, de l’apoptose, du stress oxydant et des dommages à l’ADN (Wu et al. 2014; Wang 
and Bennett 2012). Collectivement, tous ces processus favorisent l’athérosclérose et la 
dysfonction endothéliale qui est une caractéristique importante associé au vieillissement.  
5.2.2. Hérédité, genre et l’ethnicité 
Le facteur génétique joue un rôle important dans l’athérosclérose. En effet, les progrès 
en technique de biologie moléculaire ont permis d’identifier un nombre élevé de gênes 
successibles d’influencer le développement de l’athérosclérose. Le risque génétique associé aux 
maladies cardiovasculaires serait en partie causé par une prédisposition des individus à 
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développer de l’hypertension, de l’hypercholestérolémie et du diabète (Kovacic and Bakran 
2012). Il est bien connu aujourd'hui que l’historique familial peut influencer le taux d’incidence 
des maladies cardiovasculaires (Lusis, Fogelman, and Fonarow 2004). Par exemple, il a été 
démontré que le risque de subir un infarctus du myocarde était de 50 % plus élevé que le reste 
de la population si un membre de la famille en avait subi un avant 55 ans (Broeckel et al. 2002). 
Des études sur le facteur ethnique suggèrent également que certaines populations sont plus 
prédisposées aux maladies cardiovasculaires athérosclérotiques parce qu’elles sont plus sujettes 
au développement de différents facteurs de risques (Paramsothy et al. 2009). Par exemple, il a 
été démontré que les Caucasiens présentent plus de dyslipidémie que les Afro-Américains et les 
Hispaniques, alors que ceux-ci ont une prévalence plus élevée de diabète et d’hypertension 
(Budoff et al. 2006). Une des explications à ce phénomène est que la fréquence de certaines 
variantes génétiques observées entre les différentes populations serait à l’origine du 
polymorphisme ethnique. Par exemple, l’altération de différents gènes impliqués dans le 
métabolisme des lipides tels que le LDLR (récepteur aux LDLs), l’ApoB et l’ApoE favorise 
l’hypercholestérolémie, un important état pathologique dans l’athérosclérose (Biros, Karan, and 
Golledge 2008). 
 
Le genre a également une influence sur les maladies cardiovasculaires 
athérosclérotiques. En effet, les études épidémiologiques ont démontré que les femmes 
développent des maladies cardiovasculaires 7 à 8 ans plus tard que les hommes (Maas and 
Appelman 2010). Aussi, il a été documenté que les femmes ayant eu une ménopause précoce 
vivent en moyenne 2 ans de moins que celles ayant une ménopause normale (Ossewaarde et al. 
2005). Des études suggèrent un rôle hormonal pour expliquer au moins en partie ces différences 
entre les genres. Parmi les mécanismes proposés, des études ont confirmé que l’œstrogène 
possède des effets cardioprotecteurs. Par exemple, les œstrogènes diminuent le niveau de LDL 
plasmatique, l’expression d’Ang2, l’adhésion des monocytes à l’endothélium et augmentent les 
HDL et le NO. Pour résumer, les œstrogènes, de par leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-
oxydantes et vasodilatatrices, joueraient un rôle cardioprotecteur chez les femmes (Chakrabarti, 
Lekontseva, and Davidge 2008; Nathan and Chaudhuri 1997). 
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5.3. Les facteurs de risques modifiables 
5.3.1. L’hypercholestérolémie et la dyslipidémie 
Les anomalies liées à un taux anormal de lipides sanguins sont appelées dyslipidémies. 
Elles sont caractérisées par une concentration élevée ou basse d’un ou de plusieurs types de 
lipides comme le cholestérol total, les LDL, les HDL et les triglycérides. La dyslipidémie et en 
particulier l’hypercholestérolémie sont des troubles métaboliques retrouvés chez plus de 80 % 
des patients présentant des pathologies des artères coronaires (Superko 2000). Cliniquement, les 
paramètres mesurés lors du profil lipidique sont les niveaux sanguins des différentes 
lipoprotéines incluant les LDL, les VLDL et les HDL. Les lipoprotéines sont des complexes 
hydrosolubles formés de lipides et de protéines permettant le transport des lipides dans tout 
l’organisme (figure 16). Les lipoprotéines athérogènes sont les LDL qui sont liés au transport 
du cholestérol sanguin vers les cellules et les VLDL associé au transport des triglycérides. Les 
HDL sont anti-athérogènes et sont les transporteurs inverses du cholestérol permettant sa sortie 
cellulaire pour son élimination par le foie. L’hypercholestérolémie est donc une forme de 
dyslipidémie principalement favorisée par une diète riche en gras et dans une moindre mesure, 
par une défaillance des transporteurs de lipides. Plus précisément, il existe 2 types 
d’hypercholestérolémie soit le type primaire d’ordre génétique et le type secondaire causé par 
une maladie (ex : diabète), un état (ex : obésité) ou par le mode de vie (tabagisme, diète riche 
en gras, etc.). Le caractère pathogène de l’hypercholestérolémie est en particulier attribué à un 
ratio élevé LDL/HDL (santé Canada). En effet, un taux élevé de cholestérol total, de LDL et un 
faible niveau de HDL sont des facteurs favorisant l’accumulation progressive de cholestérol 
dans la paroi artérielle (Steinberg 2005). Selon diverses études épidémiologiques, une 
augmentation de 1 % du cholestérol total augmente le risque de maladies coronariennes de 2 % 
(Carleton et al. 1991). De façon intéressante, une réduction de 10 % du cholestérol chez les 
hommes de 40 ans et plus diminue de 50 % les chances de développer des maladies 




5.3.1.1. Les lipoprotéines athérogènes : LDL et VLDL  
Au cours du chapitre sur l’athérosclérose, il a été démontré que les LDL sont des lipides 
très athérogènes, en particulier lorsqu’ils subissent une oxydation. En effet, ils participent à 
divers processus comme le déclenchement d’une réponse inflammatoire, la dysfonction 
endothéliale et la formation de cellules spumeuses. Les liens directs entre les LDL et 
l’athérosclérose ont été documentés par de nombreuses études épidémiologiques (Wadhera et 
al. 2016). Par exemple, il a été démontré chez les patients présentant une hypercholestérolémie 
familiale que l’élévation du LDL plasmatique était causée par une défaillance du récepteur au 
LDL menant à un développement précoce de l’athérosclérose (von Eckardstein 2005). De plus, 
un niveau élevé de LDL sanguin est corrélé avec une augmentation d’infarctus du myocarde, 
d’AVC et de pathologies ischémiques des membres inférieurs (Zoungas et al. 2014). L’impact 
pathogène des LDL a été confirmé par plusieurs thérapies pharmacologiques visant diminuer 
les niveaux de LDL. Par exemple, il est connu que l’abaissement du taux de LDL par des statines 
permet de diminuer le risque d’évènements cardiovasculaires sur 5 ans de 10 % (Cholesterol 
Treatment Trialists 2012). Les statines sont également documentées pour diminuer la taille des 
plaques athérosclérotiques, de par leurs propriétés anti-oxydantes (Rosenson 2004; Kapur and 
Musunuru 2008).  
Les VLDL permettent le transport des triglycérides et sont corrélés au taux d’évènements 
cardiovasculaires (von Eckardstein 2005). Toutefois, leur rôle serait ambigu. D’une part, ils ne 
seraient pas directement athérogènes, mais représenteraient un biomarqueur de risque 
cardiovasculaire. Leurs associations avec des particules résiduelles athérogéniques et leurs 
contenus en ApoC-III, une protéine pro-inflammatoire retrouvée dans les VLDL, 
contribueraient à leurs caractères pathologiques (Talayero and Sacks 2011). D’autre part et de 
façon similaire aux LDL, les VLDL peuvent être oxydées dans l’espace sous-endothélial et 
internalisées par les macrophages pour former des cellules spumeuses (Gianturco et al. 1998).  
5.3.1.2. Le rôle athéroprotecteur des HDL 
Contrairement aux LDL, les HDL sont responsables du transport inverse du cholestérol 
vers le foie pour son élimination, diminuant son accumulation dans les vaisseaux sanguins. Il 
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est maintenant clairement établi que les HDL jouent un rôle anti-athérogénique et 
cardioprotecteur. En effet, les niveaux de HDL sont inversement corrélés au risque 
d’évènements coronariens (Hersberger and Eckardstein 2003). Des études populationnelles ont 
démontré qu’une augmentation de 0,1 mmol/L de HDL sanguin diminue l’incidence 
cardiovasculaire d’environ 12 % (Gordon and Rifkind 1989). Mis à part leur fonction 
d’élimination du cholestérol, il est maintenant connu que les HDL possèdent des propriétés anti-
inflammatoires et anti-oxydantes favorables pour le traitement des pathologies 
cardiovasculaires(Barter et al. 2004). Au niveau de l’athérosclérose, plusieurs évidences ont 
démontré l’impact des HDL dans la régression de la plaque. Par exemple, chez les patients à 
haut risque de pathologies cardiovasculaires, une infusion de HDL pendant 4 à 5 semaines 
diminue le volume de la plaque athérosclérotique d’environ 3.5% (Tardif et al. 2007; Nissen et 
al. 2003). Chez la souris, les résultats semblent souvent controversés dû à l’utilisation de 
différents modèles transgéniques hypercholestérolémiques, ce qui rend l’interprétation difficile. 
En effet, les souris développent peu ou pas d’athérosclérose sous simple diète grasse. 
L’utilisation de souris knockout (KO) pour différents gènes du métabolisme lipidique permet 
d’accélérer le développement de l’athérosclérose(Kapourchali et al. 2014). Les HDL possèdent 
une panoplie de propriétés anti-athérogènes. Ils peuvent inhiber les molécules d’adhésions aux 
ECs et la prolifération des SMCs. Ils possèdent des fonctions anti-inflammatoires et anti-
apoptotiques et peuvent diminuer la production de ROS(Vergeer et al. 2010). 
5.3.1.3. Les apolipoprotéines et l’athérosclérose 
Les apolipoprotéines (Apo) sont des constituants majeurs des différentes lipoprotéines 
(figure 16). Elles permettent le transport et la redistribution des molécules hydrophobes telle 
que les lipides dans le sang. Elles jouent également un rôle dans la régulation du métabolisme 
par l’activation ou l’inhibition d’enzyme et de récepteurs membranaires (Mahley et al. 1984). Il 
existe plusieurs classes d’apolipoprotéine (ApoA à E) et plusieurs isoformes qui sont réparties 
différemment d’une lipoprotéine à une autre. Les différentes isoformes d’Apo permettent aux 
lipoprotéines d’être capturées par des types cellulaires spécifiques par l’interaction 
apolipoprotéine/récepteur de la cellule hôte (Mahley et al. 1984). Les plus importantes dans 
l’athérosclérose sont l’ApoA, l’ApoB, l’ApoD et l’ApoE. L’ApoA et l’ApoD sont présentes en 
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grande quantité dans les HDL et jouent un rôle athéroprotecteur en permettant l’élimination des 
lipides des cellules de la paroi artérielle (Walldius and Jungner 2007; Perdomo and Dong 2009). 
L’ApoB, en particulier l’isoforme ApoB100, est la forme principale des chylomicron, VLDL, 
IDL et LDL. Elle est pro-athérogénique et représente environ 90 % de la masse des particules 
de LDL. Elle est responsable de l’entrée de cholestérol dans les cellules et est corrélée au risque 
cardiovasculaire (Sniderman et al. 2016; Cromwell et al. 2007). De plus, elle joue un rôle central 
dans le développement de l’athérosclérose en possédant deux séquences de liaisons importantes 
pour la rétention LDL dans l’intima artérielle (Olofsson and Boren 2005). De façon intéressante, 
des études ont démontré qu’un ratio élevé ApoB/ApoA représente une variable pour quantifier 
le risque d’évènements cardiovasculaires (Lu et al. 2011; Walldius et al. 2004). L’ApoE est anti-
athérogénique et est retrouvée dans toutes les lipoprotéines mis à part les LDL. Elle joue un rôle 
de ligand pour les récepteurs présents sur les hépatocytes et les cellules périphériques 
responsables du catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides comme les chylomicrons 
et VLDL. Les modèles de souris KO pour l’ApoE sont grandement utilisés pour diverses études 
(ex. nutrition, métabolisme et inflammation), mais principalement pour l’athérosclérose (Meir 
and Leitersdorf 2004).   
5.3.1.4. Le rôle athéroprotecteur de l’ApoE 
Parce que les souris sont résistantes à l’athérosclérose, les modèles d’études 
athérosclérotiques requièrent la perturbation de molécules impliquées dans le métabolisme 
lipidique. La souris déficiente pour le gène ApoE est un modèle hypercholestérolémique 
d’athérosclérose hautement utilisé (Meir and Leitersdorf 2004). En effet, il est documenté que 
les souris ApoE ko sur diète normale présentent un taux de cholestérol sanguin 10 fois supérieur 
aux souris contrôles. De façon intéressante, ce taux augmente de 40 fois avec à une diète riche 
en gras (Plump et al. 1992). Il est aussi connu que ce modèle de souris développe des plaques 
atherosclerotiques extensives et présente de l’inflammation, du stress oxydant et une 
dysfonction endothéliale (Dinh et al. 2017; Jawien 2012).  L’ApoE possède plusieurs fonctions 
anti-athérogènes dont le transport inverse du cholestérol, la diminution de l’oxydation des LDL, 
la stimulation de la production de NO et la régulation négative de l’expression de cytokines 




Figure 16. Structure des lipoprotéines, transport du cholestérol et rôle anti-
athérosclérotique de l’ApoE. A, Structure générale d’une lipoprotéine. B, Types de 
lipoprotéines impliquées dans le transport du cholestérol. Les VLDL et les LDL sont des 
lipoprotéines de faible densité permettant le transport de cholestérol vers la cellule et 
favorisant le dépôt de cholestérol dans les artères. Les HDL (lipoprotéine de haute 
densité) sont responsables du transport inverse du cholestérol pour son élimination par 
le foie. C, l’ApoE est une apolipoprotéine anti-athérogène possédant de multiples 
fonctions protectrices incluant l’inhibition de l’oxydation des LDL et favorise 





5.3.2. Le tabagisme  
Le tabagisme est le plus grand problème de santé publique à travers le monde. Il est 
responsable de plus de 6 millions de décès par ans des suites d’un infarctus, d’un AVC, d’un 
cancer et de pneumopathies. Autre statistique importante, il est estimé que le tabagisme a causé 
la mort de plus de 100 millions d’individus au 20e siècle et qu’un fumeur sur deux décédera de 
façon prématurée d’une maladie liée au tabac (OMS). Au niveau cardiovasculaire, les études 
épidémiologiques sont unanimes et montrent que l’incidence d’infarctus du myocarde et de 
pathologies des artères coronaires mortelles est augmentée chez les fumeurs. Le tabagisme a un 
impact sur toutes les phases de l’athérosclérose allant de la dysfonction endothéliale aux 
évènements cliniques thrombotiques. Encore aujourd’hui, les mécanismes exacts des 4000 
composantes chimiques de la cigarette sur l’athérosclérose sont largement incompris. Toutefois, 
il est connu que le tabagisme augmente l’inflammation et le stress oxydant, deux processus 
important dans l’initiation de la dysfonction endothéliale, l’athérosclérose et les complications 
thrombotiques (Ambrose and Barua 2004).  
5.3.2.1. Les propriétés physiques et biochimiques de la fumée de cigarette 
La fumée de cigarette comporte une phase particulaire (goudron) contenant les particules 
de plus de 0.1 µm qui sont retenues par le filtre et une phase gazeuse de substances traversant 
le filtre. Dans les deux cas, nous retrouvons plus de 1000 radicaux libres par bouffée de cigarette 
ayant une demi-vie variable (plus longue pour la phase particulaire (heure/mois) (Pryor and 
Stone 1993). Parmi les multiples composants chimiques de la fumée de cigarette, la nicotine, le 
monoxyde carbone (CO), les gaz oxydants, l’acroléine et les hydrocarbures polyaromatiques 
ont été principalement identifiés comme des contributeurs importants du risque 
cardiovasculaire. La nicotine augmente la fréquence cardiaque et la pression artérielle, la 
dysfonction endothéliale, l’hypercholestérolémie et la résistance à l’insuline (Benowitz 2003). 
Le CO est un constituant majeur de la fumée de cigarette qui diminue le transport d’oxygène 
dans les tissus et accentue l’ischémie des individus atteints de pathologies vasculaires. De plus 
l’exposition à long terme au Co est corrélée avec une augmentation de la viscosité du sang, 
contribuant ainsi à l’hypercoagulation (Allred et al. 1989; Benowitz 2003). Le taux élevé 
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d’agents oxydants chimiques comme les oxydes de nitrogènes et des radicaux libres de la fumée 
de cigarette reste le principal problème pathologique (Church and Pryor 1985). L’exposition à 
ces différents agents est aussi associée à une déplétion des niveaux d’anti-oxydants endogènes 
comme la vitamine C, potentialisant ainsi le stress oxydant systémique (Lykkesfeldt et al. 2000). 
Le stress oxydant est impliqué dans les pathologies cardiovasculaires en causant de 
l’inflammation, la dysfonction endothéliale, l’oxydation des LDL et l’activation des plaquettes 
(Burke and Fitzgerald 2003). L’acroléine, un aldéhyde hautement réactif, est une autre 
composante dommageable du tabac. En effet, elle peut se lier aux protéines, former des adduits 
et modifier les HDL (Szadkowski and Myers 2008). Elle peut également inhiber des enzymes 
anti-oxydantes comme la thioredoxine, favorisant ainsi la dysfonction endothéliale(Park et al. 
2007), les  thromboses (Gugliucci 2008) et les vasospasmes (Conklin et al. 2006). La fumée de 
cigarette contient aussi un nombre élevé de métaux comme le cadmium qui peuvent causer 
divers dommages à la structure cellulaire. Les études épidémiologiques démontrent une 
association entre le cadmium, l’hypertension et l’infarctus du myocarde (Abu-Hayyeh et al. 
2001; Bernhard et al. 2005). Finalement, les hydrocarbures polyaromatiques retrouvés dans la 
phase goudron accélèrent le développement de l’athérosclérose par l’induction de mutation et 
d’hyperprolifération dans les SMCs(Penn and Snyder 1996; Penn and Snyder 1988). 
5.3.2.2. Effets du tabagisme sur les mécanismes sous-jacents de l’athérosclérose. 
Le tabagisme est un facteur prédisposant au développement d’angine stable, d’ischémie 
coronarienne aiguë, de mort subite et l’AVC. Parmi les processus athérosclérotiques associés à 
la fumée de cigarette, nous retrouvons la dysfonction vasomotrice, l’inflammation et la 
dyslipidémie (Ambrose and Barua 2004). La défaillance des fonctions vasodilatatrices artérielle 
est une des premières manifestations liées à l’athérosclérose et est causée par une diminution de 
la biodisponibilité du NO (Barua et al. 2001). En effet, le NO joue un rôle protecteur par son 
activité anti-inflammatoire, anti-thrombotique et en inhibant l’adhésion leucocytaire à 
l’endothélium (Matthys and Bult 1997). L’inflammation est une composante essentielle dans 
l’initiation et la progression de l’athérosclérose. Dans la littérature, le tabagisme cause une 
augmentation de 20 à 25 % du nombre de leucocytes sanguins (Smith and Fischer 2001) et induit 
de multiples marqueurs pro-inflammatoires tels que la protéine réactive C, l'IL-6, le TNF-α et 
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VCAM-1 (Ambrose and Barua 2004). La fumée de cigarette peut également favoriser 
l’athérosclérose en agissant sur le profil lipidique. En effet, il est démontré que les fumeurs 
présentent un taux sanguin plus élevé en triglycéride et en LDL. Toutefois, les mécanismes 
impliqués demeurent largement inconnus (Craig, Palomaki, and Haddow 1989).  
5.3.3. Le diabète 
Le diabète est caractérisé par une défaillance des mécanismes physiologiques de 
régulation de la glycémie, causant ainsi une hyperglycémie. Selon l’OMS, plus de 422 millions 
d’individus sont atteints du diabète et plus de 3 millions de personnes meurent de complications 
liées à cette maladie. En effet, le diabète peut se manifester par des lésions à divers organes tels 
que la rétine, les reins et les artères coronaires. Le taux de glycémie dépend la capacité des 
cellules d’absorber le glucose sanguin par l’intermédiaire de l’insuline sécrétée par le pancréas. 
Il existe 2 principaux types de diabète soit le type 1 et le type 2. Le diabète type 2 représente 
plus de 90 % des cas et touche en général les adultes de plus de 40 ans. Il est causé généralement 
par des facteurs modifiables liés à l’hygiène de vie (l’obésité, sédentarité et malnutrition). Les 
mécanismes responsables impliquent une diminution de la production d’insuline par le pancréas 
(insulinopénie) ou une résistance à l’insuline (insulinorésistant). Il est important de noter que le 
diabète de type 2 est souvent lié à d’autres facteurs de risque cardiovasculaire comme 
l’hypertension et la dyslipidémie. Le diabète de type 1 (insulinodépendant) est héréditaire et 
représente environ 6 % des cas. Il peut apparaitre de façon brutale à tout âge, mais 
préférentiellement chez l’enfant. Il est caractérisé par une destruction des cellules bêta des ilots 
de Langerhans pancréatiques qui produisent l’insuline. Cette destruction progressive est le 
résultat d’une maladie auto-immune causant ultimement une absence d’insuline dans le sang 
(Blair 2016). 
5.3.3.1. Diabète et athérosclérose : mécanismes impliqués 
Les études épidémiologiques ont clairement établi que le diabète est un facteur de risque 
cardiovasculaire majeur associé aux pathologies des artères coronaires, cérébrales et 
périphériques (Aronson and Rayfield 2002). En effet, l’hyperglycémie est à l’origine de 
l’accélération de l’athérosclérose et implique plusieurs mécanismes. D’une part, 
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l’hyperglycémie est souvent associée à d’autres facteurs de risque comme l’hypertension, la 
dyslipidémie et l’obésité. D’autre part, elle cause des altérations moléculaires et cellulaires 
favorisant le développement de l’athérosclérose. Le principal mécanisme impliqué dans cet état 
pathologique est la formation de produit de glycation avancé (AGE). Les AGE sont liés à de 
multiples processus pro-athérogéniques incluant un excès d’inflammation et de stress oxydant 
(Aronson and Rayfield 2002). D’un point de vue moléculaire, l’hyperglycémie chronique cause 
un ensemble de réactions de glycation caractérisé par la fixation irréversible du glucose sur les 
portions amines des protéines. Cette réaction de glycation non enzymatique des protéines mène 
ensuite à la formation de composés nocifs et hautement réactifs (AGE). La concentration d’AGE 
est donc proportionnelle au taux de glycémie en fonction du temps. Les AGE ne peuvent être 
détruits ou éliminés des cellules dans lesquelles ils ont été formés. Leur accumulation 
progressive cause une perte de fonction des protéines, active des récepteurs participant à 
l’inflammation et au stress oxydant, module le métabolisme et cause ultimement la mort 
cellulaire (Ott et al. 2014; Wautier, Tessier, and Wautier 2014). 
 Dans la pathogenèse de l’athérosclérose, les AGE agissent par des mécanismes 
dépendants ou non de leurs récepteurs spécifiques (RAGE). Les RAGE sont présents à la surface 
des cellules impliquées dans l’athérosclérose (macrophages, ECs et SMCs) (Aronson and 
Rayfield 2002). L’activation des RAGE favorise l'élévation du stress oxydant et de 
l’inflammation par l’induction de  NF-κB de VCAM-1 (Schmidt et al. 1995; Yan et al. 1994). 
Également, l’activité des RAGE des ECs est associée à une augmentation de la rétention de 
lipides dans l’intima artérielle (Wautier et al. 1996). La stimulation des RAGE sur les 
macrophages mène à la sécrétion d’IL-1 et de TNF-α augmentant ainsi l’inflammation (Vlassara 
et al. 1988). Les AGE ont aussi des actions athérogènes indépendantes de leurs récepteurs. Par 
exemple, ils peuvent causer un changement de conformation des LDL augmentant ainsi leur 
susceptibilité à subir des modifications oxydatives (Bowie et al. 1993; Bucala et al. 1993).  
5.3.4. L’hypertension 
Selon la fédération mondiale du cœur, l’hypertension artérielle est le facteur de risque 
modifiable qui affecte le plus grand nombre d’individus à travers le monde, touchant le tiers de 
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la population. L'hypertension est définie comme une pression sanguine systolique supérieure à 
140 mm Hg et/ou diastolique supérieur à 90 mm Hg. L’hypertension artérielle est un puissant 
facteur de risque prédisposant aux maladies des artères coronaires et périphériques, et le risque 
est directement proportionnel au degré d’hypertension (Kannel 1995). De plus, l’hypertension 
est souvent liée à d’autres facteurs comme le diabète, l’hypercholestérolémie et l’obésité qui 
sont associés au développement de l’athérosclérose (Lloyd-Jones et al. 2009). Les effets 
pathologiques de l'hypertension sur le système cardiovasculaire sont multiples et peuvent être 
causés par l’augmentation du stress mécanique sur les vaisseaux sanguins et par la modulation 
d’hormones vasoactives comme l’Ang2. L’hypertension cause aussi un épaississement de 
l’intima et de la média favorisant ainsi un rétrécissement de la lumière artérielle et accélérant 
l’athérosclérose dans les artères coronaires et cérébrales. Parmi les complications majeures de 
l’hypertension, nous retrouvons la rupture et l’occlusion thrombotique d’une artère cérébrale 
(Hollander 1976). Les principaux mécanismes athérosclérotiques sous-jacents incluent une 
augmentation de la croissance des SMCs et une élévation du stress oxydant. Par exemple, 
l’épaississement de la média augmente la distance de diffusion de l’oxygène provenant de la 
lumière artérielle ce qui entraine une oxydation incomplète et la formation de radicaux libres 
causant l’oxydation des LDL (Alexander 1995). De plus, l’activation chronique du système 
RAS en condition hypertensive accentue la production d’anions superoxydes et réduit la 
biodisponibilité du NO. Plusieurs études ont démontré que les agents antihypertenseurs (ex. 
ACEI et ARB) diminuent l’athérosclérose,  confirmant donc la contribution de l’hypertension 









5.4. Résumé du chapitre 
Dans ce chapitre, il a été démontré que les facteurs de risques cardiovasculaires classiques 
prédisposent et augmentent l’incidence des maladies cardiovasculaires en influençant la 
progression de l’athérosclérose par divers mécanismes. De plus, les facteurs de risques 
modifiables sont souvent associés entre eux et agissent de façon synergique dans cette 
physiopathologie. D’un point de vue mécanistique, ces facteurs ont en commun d’augmenter le 
stress oxydant, de créer un environnement pro-inflammatoire soutenu, d’augmenter l’oxydation 
et la rétention des LDL dans l’intima et de causer la dysfonction endothéliale. Les traitements 
de l’athérosclérose reposent sur la prise en charge des facteurs de risque par l’utilisation d’agents 
thérapeutiques tels que les hypocholestérolémiants, les antihypertenseurs, les antiagrégants 
plaquettaires et par les hypoglycémiants. Également, dans certains cas, des traitements 
chirurgicaux de revascularisation (ex. angioplastie ou pontage) sont nécessaires pour irriguer le 
territoire ischémique. Toutefois, lorsque l’athérosclérose est trop diffuse et que les traitements 
chirurgicaux ne peuvent être effectués, la sévérité des dommages ischémique résiduels dépend 











Chapitre 6. La néovascularisation 
 
Mise en contexte et définitions. 
Le système vasculaire représente le plus large organe du corps humain et est vulnérable 
à plusieurs maladies, dont en particulier l’athérosclérose. Les obstructions artérielles causées 
par l’athérosclérose demeurent la pathologie la plus fréquente des vaisseaux sanguins et mènent 
à une condition d’ischémie tissulaire (Cao et al. 2005). Heureusement, dans un état 
physiologique normal et selon la gravité de l’ischémie, l’organisme peut par la 
néovascularisation diminuer les dommages aux tissus. Ce processus est caractérisé par la 
formation d’un nouveau réseau vasculaire fonctionnel capable d’accueillir une circulation 
sanguine (Cao et al. 2005). Après la naissance, en condition physiologique, la 
néovascularisation est rarement modulée sauf dans des processus spécifiques tels que la 
réparation tissulaire, la cicatrisation et le cycle menstruel. Toutefois, en condition pathologique, 
une néovascularisation excessive ou insuffisante est présente dans diverses maladies comme le 
cancer, les maladies cardiovasculaires ischémiques, l’inflammation chronique et la rétinopathie 
diabétique (Furuya et al. 2005). Dans ce chapitre, la régulation des différents processus et les 
principaux mécanismes moléculaires gouvernant la néovascularisation post-ischémique seront 
approfondis. 
 
Distinction entre les différents processus régulant la néovascularisation post-ischémique. 
La néovascularisation implique 4 processus distincts et complémentaires permettant la 
formation d’un nouveau réseau vasculaire fonctionnel: la vasculogenèse, l’angiogenèse, 
l’artériogenèse et la croissance de collatérales (figure 17) (Silvestre, Smadja, and Levy 2013). De 
façon classique, le terme vasculogenèse était anciennement réservé à l’étape embryonnaire où des 
précurseurs endothéliaux permettaient la formation d’un réseau vasculaire primitif de novo (Drake 
2003). Au début des années 2000, la vasculogenèse chez l’adulte fut décrite comme la formation 
de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de cellules endothéliales progénitrices (EPCs) circulantes 
capables d’intégrer les structures vasculaires et de se différencier en ECs (Asahara and Kawamoto 
2004). Ces cellules  également identifiées comme des « late outgrowt EPCs » ou « endothelial 
colony forming cells » (ECFCs) peuvent acquérir un phénotype endothélial, proliférer et former 
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des tubules in vitro après deux à trois semaines de culture. Toutefois, au cours des 20 dernières 
années la compréhension des différentes cellules circulantes impliquées dans la réparation 
vasculaire et la néovascularisation a beaucoup évolué. Par exemple, il est maintenant reconnu qu’il 
existe en réalité une très faible proportion de vrais EPCs (late outgrowt  EPCs) en circulation et 
dans les tissus. Également, à l’opposé des « late outgrowt EPC », les « early outgrowt EPCs » (4-
10 jours de cultures) qui sont des cellules n’acquérant pas le phénotype endothélial ont été redéfinis  
de façon plus exacte comme des cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques (PACs). 
Contrairement à la description traditionnelle des EPCs, les PACs ne sont pas de vrais EPCs et 
possèdent une faible capacité de prolifération, ne se différencie pas en ECs, ne forme pas de tubules 
in vitro. Par contre, ils sont reconnus pour être activement mobilisés aux sites ischémiques à 
proximité des néo-vaisseaux et pour sécréter une large gamme de facteurs pro-angiogéniques 
favorisant la néovascularisation (Basile and Yoder 2014; Choi et al. 2015; Hirschi, Ingram, and 
Yoder 2008; Asahara and Kawamoto 2004). Le rôle distinct et la collaboration entre EPCs 
(ECFCc) et des PACs dans la néovascularisation sont illustrés à la figure 17.  
 L’angiogenèse correspond à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins organisés à 
partir des vaisseaux préexistants. L’angiogenèse et la vasculogenèse sont donc les principaux 
processus initiaux menant à la formation de nouveaux capillaires. L’artériogenèse fait référence 
à la formation d’artériole à partir des capillaires préexistants, mais aussi, à la croissance et à 
l’élargissement d’artères collatérales. Dans la littérature, l’artériogenèse et la croissance 
collatérale sont parfois divisés en deux processus distincts ou décrits comme un seul processus 
(Basile and Yoder 2014; Silvestre, Smadja, and Levy 2013). Chacun des concepts sera décrit en 




Figure 17. Distinction entre les 4 principaux processus impliqués dans la 
néovascularisation post-ischémique. L’angiogenèse (1) et la vasculogenèse (2) 
représentent les deux principaux mécanismes de formation de néo-vaisseaux de type 
capillaire. L’artériogenèse et la croissance collatérale référent à la formation d’artère 
(3), au remodelage et à l’élargissement des artères en collatérales de grand calibre (4). 
Illustration (en bas à droite) montrant le rôle et la collaboration des EPCs et des PACs 
dans la néovascularisation. Détail dans le texte. Figure adaptée de : (Silvestre, Smadja, 
and Levy 2013; Basile and Yoder 2014) 
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6.1. L’angiogenèse : historique et déclenchement 
L’angiogenèse correspond à l’extension de l’arbre vasculaire via les capillaires en place. 
Historiquement, le terme angiogenèse a été utilisé la première fois pour décrire la croissance 
des vaisseaux dans le bois de rennes en 1787 par le Dr John Hunter. Toutefois, ce n’est qu’en 
1971 que l’angiogenèse a été décrite dans un contexte pathologique. En effet, le Dr Judah 
Folkman, un chirurgien de l’université de Harvard considéré comme le père de l’angiogenèse 
moderne, postulait qu’elle était requise pour la croissance des tumeurs. À partir des années 1980, 
plusieurs molécules angiogéniques ont été identifiées dont le VEGF (vascular endothelial 
growth factor). Le VEGF est le plus important facteur de croissance vasculaire connu 
aujourd’hui. Il a été découvert en 1983 par Donald Sanger du laboratoire du Harold Dvorak et 
était initialement appelé VPF (Vascular permeability Factor). Par la suite, le VPS a été séquensé 
par le Dr Napoleone Ferrara en 1989, menant à l’identification d’une nouvelle nomenclature 
pour le VEGF  (Stephenson et al. 2013). L’angiogenèse physiologique chez l’adulte est un 
processus rare et hautement régulé. En effet, elle peut survenir dans des situations précises telles 
que la réparation et la croissance tissulaire, ainsi que le cycle menstruel (Nishida et al. 2006). 
Une modulation anormale de l’angiogenèse est un dénominateur commun de plusieurs maladies 
et peut être souhaitable ou non selon le contexte pathologique (figure 18). Par exemple, on 
cherchera à inhiber l’angiogenèse excessive liée au développement tumoral, alors qu’on voudra 
la stimuler dans une condition ischémique associée à la maladie cardiovasculaire 
athérosclérotique (Deveza, Choi, and Yang 2012). D’un point de vue moléculaire, l’activation 
ou l’inhibition du processus angiogénique est le résultat d’un débalancement de l’équilibre 
physiologique entre différents facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques (figure 18). En 
effet, un débalancement en faveur d’une concentration élevée de facteur pro-angiogéniques 
et/ou une concentration basse en facteur anti-angiogéniques dans le micro-environnement 
tissulaire déclenchera le processus. Ce phénomène est connu sous le nom de «switch 
angiogénique» (Bergers and Benjamin 2003). Avant d’aborder les différentes étapes et 
mécanismes impliqués dans l’angiogenèse, la section suivante décrira de façon générale les deux 




Figure 18. La « switch angiogénique » contrôle le déclenchement de l’angiogenèse. 
L’activation ou l’inhibition de l’angiogenèse est contrôlée par un équilibre entre les 
différents facteurs pro et anti-angiogéniques. Figure adaptée de : (Nyberg, Xie, and 
Kalluri 2005a) 
6.1.1 Type d’angiogenèse : bourgeonnement et intussusception 
La formation de vaisseaux sanguins par bourgeonnement et celle par intussusception 
sont les 2 principaux types d’angiogenèse postnatale (figure 19). Toutefois, les mécanismes 
précis impliquant l’intussusception sont encore peu connus. En effet, il s’agit d’un processus 
découvert vers les années 1990, alors que le bourgeonnement appelé «sprouting» a été identifié 
il y a deux plus de 200 ans (Adair and Montani 2010). À noter que les mécanismes dans cette 
thèse font référence à l’angiogenèse par bourgeonnement qui est la forme la plus documentée 
dans le contexte d’hypoxie. Ce type d’angiogenèse implique une série d’étapes chronologique 
incluant une phase d’activation et d’hyperperméabilité, la dégradation de la membrane basale, 
la prolifération et la migration des ECs, la formation de tubules et leurs stabilisations (Adair and 
 
71 
Montani 2010). L’angiogenèse par intussusception, également appelée «splitting angiogenesis», 
implique une extension et une séparation du vaisseau préexistant dans le sens de la longueur en 
2 vaisseaux. Une des caractéristiques importantes de ce type d’angiogenèse est qu’elle est plus 
rapide que le bourgeonnement, car elle ne requiert pas de prolifération cellulaire. Le mécanisme 
implique plutôt une réorganisation des vaisseaux. Par sa rapidité, elle jouerait un rôle clé dans 
le développement embryonnaire nécessitant une croissance accélérée avec des ressources 
limitées (Adair and Montani 2010). 
 
Figure 19. Les deux principaux types d’angiogenèse. L’angiogenèse par 
bourgeonnement est la forme principale d’angiogenèse post-ischémique et implique le 
bourgeonnement du vaisseau préexistant et son élongation pour former un néo-tubule. 
L’angiogenèse par intussusception est caractérisée par une séparation du vaisseau 
préexistant en deux vaisseaux. Figure adaptée de : (Gianni-Barrera et al. 2011; Prior, 
Yang, and Terjung 2004) 
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6.1.2. Vue d’ensemble des différentes étapes de l’angiogenèse  
L’angiogenèse par bougonnement est un processus complexe qui implique une série 
d’étapes divisées en 3 phases principales : l’activation, l’élongation et la résolution. La phase 
d’activation ou d’initiation inclut les étapes menant au bourgeonnement du vaisseau. La phase 
d’élongation du bourgeon mène à la formation du tubule ainsi que de sa lumière. La phase de 
résolution implique le remodelage, la maturation et la stabilisation des nouveaux vaisseaux 
(figure 20). En condition physiologique, les vaisseaux sanguins des tissus normaux sont en état 
de quiescence. Cet état est caractérisé par un endothélium présentant des jonctions cellulaires 
serrées permettant de former une barrière et de maintenir la perméabilité sélective. Les vaisseaux 
quiescents sont entourés d’une membrane basale et de différentes cellules murales contribuant 
à leurs stabilités. La phase d’activation est déclenchée lorsque les vaisseaux sont soumis à des 
stimuli pro-angiogéniques (ex. VEGF, FGF) libérés par les tissus environnants en hypoxie ou 
par un état pathologique. Les différents facteurs de croissance angiogéniques vont ensuite 
activer des récepteurs à la surface des ECs déclenchant l’angiogenèse. Suite à l'activation des 
différents récepteurs, des cascades de signalisation intracellulaire vont stimuler différents 
processus impliqués dans l’angiogenèse. Dans les étapes initiales, le VEGF induit une 
déstabilisation et une dilatation du vaisseau, ainsi qu’une augmentation de la perméabilité 
membranaire causant l’extravasation des protéines plasmatiques. Par la suite, la dégradation de 
la membrane basale et de la MEC par des MMPs va permettre aux ECs de proliférer et de migrer 
pour mener au bourgeonnement du vaisseau. Le bourgeon angiogénique va subir une phase 
d’élongation coordonnée médiée par des ECs de phénotypes différents (tip cells et stalk cells). 
L’élongation du bourgeon va mener à la formation du nouveau tubule et à la création de la 
lumière. La phase finale de résolution implique l’inhibition de la migration et de la prolifération 
des ECs, ainsi que le remodelage, la maturation et la stabilisation du nouveau vaisseau. Dans 
cette phase finale, les néovaisseaux fonctionnels vont retourner en état de quiescence alors que 
les néovaisseaux dysfonctionnels vont régresser (Papetti and Herman 2002; Hanahan and 
Folkman 1996; Johnson and Wilgus 2014). Les processus clés et les mécanismes moléculaires 




Figure 20. Les différentes étapes de l’angiogenèse et molécules impliquées. Détail dans 
le texte (6.1.2.). Figure adaptée de :  (Papetti and Herman 2002) 
6.1.3. Induction de l’angiogenèse par l’hypoxie : rôle du système HIF  
L’hypoxie est un puissant stimulateur angiogénique contrôlé par le système HIF 
(Hypoxia Inductible Factor). Les tissus hypoxiques vont libérer différents facteurs de croissance 
et de survie, sous le contrôle de la signalisation HIF-1 agissant comme élément central dans la 
régulation de l’angiogenèse. HIF-1 est un facteur transcriptionnel sensible à l’oxygène. Il assure 
plusieurs fonctions liées à la survie des cellules en condition hypoxique en stimulant 
l’expression de centaines de gènes impliqués dans l’angiogenèse (figure 21). Structuralement, 
HIF-1 est une protéine hétérodimérique exprimée de façon constitutive et est composé de 2 sous-
unités : HIF-1a est sensible à l’oxygène et HIF-1b est localisé dans le noyau. HIF-1a est très 
instable en condition de normoxie. En effet, HIF-1a subit une hydroxylation par des enzymes 
prolyl-hydroxylase (PHD) à sa sortie du noyau et est reconnu par la protéine d’ubiquitination 
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pVHL (von hippel lindau protein) l’acheminant au protéasome pour sa dégradation. Cependant, 
en condition hypoxique, HIF-1a est stabilisé et n’est plus hydroxylé et dégradé. HIF-1a est alors 
transloqué au noyau et se lie à HIF-1b et à d’autres cofacteurs activant la transcription de 
plusieurs gènes angiogéniquse sous la dépendance d’élément de réponse à l’hypoxie (HRE) 
(Krock, Skuli, and Simon 2011; Zimna and Kurpisz 2015).  
 
Figure 21. Le système HIF. En condition de normoxie, HIF-1a est hydroxylé et adressé 
au protéosome pour être dégradé. En condition d’hypoxie, HIF-1a n’est plus hydroxylé 
et est transloqué au noyau pour former un complexe actif capable d’activer la 
transcription de divers gènes impliqués dans la survie des cellules hypoxiques (gauche). 
HIF-1a est le principal facteur de transcription de molécules pro-angiogéniques qui sont 
impliquées dans plusieurs étapes de l’angiogenèse (droite). Figure adaptée de :  (Krock, 
Skuli, and Simon 2011) 
6.1.4. La phase d’activation : hyperperméabilité, migration et prolifération 
Les étapes initiales de l’angiogenèse allant du déclenchement à la formation du bourgeon 
font partie de la phase d’activation. Lors de cette phase, les ECs quiescentes doivent être activées 
par des signaux pro-angiogéniques (ex. VEGF, FGF) pour démarrer le processus angiogénique. 
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La liaison du VEGF à ses récepteurs endothéliaux, en particulier le VEGFR2, mène à la 
stimulation de plusieurs voies de signalisations intracellulaires impliquées dans la 
vasodilatation, l’hyperperméabilité, la survie, la migration et la prolifération des ECs. Au départ, 
le VEGF stimule la production de NO par la voie PI3K/AKT/eNOS, favorisant la vasodilatation 
et l’augmentation de la perméabilité membranaire. Les ECs vont aussi perdre leurs jonctions 
serrées par l’internalisation de protéines d’adhésions intercellulaires comme la VE-cadherine, 
causant la disruption du contact cellule-cellule. Également, dans les évènements initiaux, les 
péricytes (cellules murales) vont se détacher de la paroi vasculaire en réponse à l’angiopotine-
2 (ANGPT2), déstabilisant ainsi le vaisseau. L’augmentation de la perméabilité est nécessaire à 
l’extravasation des protéines plasmatiques servant de niche pour la migration initiale. Pour que 
les ECs puissent proliférer et migrer, une dégradation de la membrane basale et de la MEC est 
nécessaire. Cette dégradation par les MMPs va aussi permettre la libération de diverses 
molécules pro-angiogéniques séquestrées dans la MEC, ce qui favorise le bourgeonnement du 
vaisseau. Le bourgeonnement angiogénique implique une prolifération et une migration 
organisées qui sont assurées par 2 sous-types d’ECs incluant les tips cells et les stalk cells. Ces 
deux sous-types présentent une morphologie et des propriétés fonctionnelles différentes. En 
effet, les tips cells sont des cellules meneuses permettant de guider la migration dans une 
direction précise. Ils possèdent une forte capacité migratoire et une faible capacité proliférative. 
Les stalks cells suivent la cellule meneuse (tip cell) et possèdent un fort potentiel prolifératif. Ils 
permettent l’élongation du bourgeon et la formation de tubules (Ribatti and Crivellato 2012; 
Papetti and Herman 2002; Carmeliet and Jain 2011). Les voies de signalisation moléculaire 
régulant la migration et la prolifération sont décrites à la fin du chapitre.  
 
6.1.5. La phase de maturation : rôle des tip cells et des stalk cells  
La maturation du bourgeon angiogénique menant à la formation du tubule peut être 
divisée en 3 phases principales (figure 22) : 1) un processus de sélection de la cellule meneuse 
(tip cell) dans le vaisseau préexistant qui assure la coordination de la migration, 2) un processus 
d’extension et d’élongation du bourgeon angiogénique générant le tubule. Au cours de ce 
processus, la tip cell migre selon un gradient de facteurs chimiotactismes et entraine les cellules 
suiveuses (stalk cells) pour permettre l’élongation subséquente du tubule naissant, 3) la création 
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de la lumière est un processus liant l’espace luminal du bourgeon au vaisseau préexistant. En 
effet, une fois les bourgeons formés, ils se connectent avec les vaisseaux préexistants par 
anastomose pour générer un tubule étanche (Betz et al. 2016; Ribatti and Crivellato 2012). 
 
L’acquisition du phénotype tip ou stalk cell est complexe et encore mal compris. 
Toutefois, des études ont montré qu’elle serait contrôlée par la voie de signalisation notch. Pour 
résumer, le VEGF stimule l’expression de Dll4 (Notch ligand delta like-4), le ligand du 
récepteur Notch-1. L’activation de Notch-1 par Dll4 mène à la différenciation des ECs en tip 
cells. Ces cellules vont ensuite produire des filopodes leurs permettant de migrer vers les 
facteurs chimiotactiques de façon coordonnée. Les tip cells vont aussi sécréter des facteurs qui 
empêchent les stalk cells d’être attirées par les facteurs chimiotactiques, laissant l’exclusivité de 
la guidance à la cellule meneuse (Hellström, Phng, and Gerhardt 2007; Potente, Gerhardt, and 
Carmeliet). Les stalk cells jouent un rôle important dans l’élongation du tubule par leur capacité 
de prolifération. Également, ils permettent d’établir des jonctions avec les cellules voisines et 
produisent des composantes de la membrane basale assurant l’intégrité du bourgeonnement 
(Potente, Gerhardt, and Carmeliet). Suite à l’élongation, les tubules naissants doivent former la 
lumière du néovaisseau qui est essentielle pour le transport des fluides. Les mécanismes 
impliqués sont complexes et liés à la répulsion des ECs entre elles, le réarrangement des 
jonctions cellule-cellule et le changement de morphologie (Ribatti and Crivellato 2012). La 




Figure 22. Formation du tubule et de la lumière. A) la formation de tubules implique 
l’activation des ECs, la sélection d’une EC meneuse (tips cell) assurant la migration et la 
prolifération coordonnée des ECs suiveuses (stalk cells) pour former le néovaisseau. B) 
Illustration simplifiée des 3 principaux processus impliqués dans la formation de la 
lumière tubulaire. 1-Les ECs forment des vacuoles intracellulaires fusionnant et formant 
la lumière. 2-Les ECs forment la lumière en produisant des vacuoles d’exocytoses qui 
sont libérées dans l’espace intracellulaire. 3- La lumière est créée par répulsion 
électrostatique des membranes. Figure adaptée de : (Geudens and Gerhardt 2011) 
6.1.6. La phase de résolution : maturation et stabilisation des vaisseaux 
Suite à la création de la lumière, une maturation des néovaisseaux doit survenir pour 
qu’ils deviennent organisés, fonctionnels et stabilisés. Ce processus est appelé la phase de 
résolution. La phase de résolution implique le rétablissement de la barrière endothéliale, le 
remodelage des néovaisseaux, le recrutement des cellules murales et la formation de la MEC. 
La voie de signalisation ANGPT1/Tie-2 est un élément crucial dans la stabilisation des 
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vaisseaux. En effet, l’activation du récepteur Tie-2 endothélial par l’ANGPT1 permet d’inhiber 
les actions angiogéniques du VEGF menant au renforcement des jonctions cellule-cellule, ainsi 
qu’à la reprise de la quiescence du néovaisseau. Les ECs vont également sécréter d’importants 
facteurs stabilisateurs comme le PDGF-B (platelet-derived growth factor-B) et le TFG-β1 
(transforming growth factor-b1). Le PDGF-B est principalement impliqué dans le recrutement 
des péricytes (cellules murales des capillaires) par son action chimiotactique. Il agit en se liant 
à son récepteur PDGFR-B présent à la surface des cellules murales, stimulant leurs migrations. 
Le TFG-β1 permet la différenciation des cellules souches en péricytes et induit leur prolifération 
et leur migration. Il favorise aussi la production de MEC par différentes cellules et prévient la 
dégradation de celle-ci par un mécanisme dépendant de son récepteur ALK5 (TFG-Β R-1). Le 
TFG-β1 permet la quiescence des ECs en inhibant de façon sélective leur prolifération lorsqu’ils 
sont directement en contact avec les péricytes. Finalement, à tout moment au cours du processus 
angiogénique, sous l’influence du microenvironnement ou par la formation de néovaisseaux non 
fonctionnels, l’angiogenèse peut entrer dans une phase de régression par rétractation des 
bourgeons ou par apoptose (Wietecha, Cerny, and DiPietro 2013; Treps and Gavard 2015; 
Potente, Gerhardt, and Carmeliet).  
6.1.7. Régulation de l’angiogenèse : les facteurs angiogéniques et voies de 
signalisations importantes 
La régulation de l’angiogenèse est assurée par un système de contrôle moléculaire 
complexe médié par des facteurs pro- et anti-angiogéniques bien connus aujourd’hui (figure 
23). Ces différentes molécules vont agir en stimulant ou en inhibant l’activation de voies de 
signalisations intracellulaires impliquées dans les différents processus de l’angiogenèse (ex. 
migration, prolifération, survie et formation de tubules). La modulation de l’angiogenèse est 
donc finement régulée par un équilibre physiologique entre ces différents facteurs. Les sous-
sections suivantes visent à décrire les principaux facteurs angiogéniques et les voies de 





Figure 23. Liste et fonctions des principaux facteurs angiogéniques. Figure adaptée 
de : (Bali and Bali 2013) 
6.1.7.1. Le VEGF  
Le VEGF est le facteur angiogénique le plus important et le plus étudié. Il participe non 
seulement à l’angiogenèse, mais aussi à la vasculogenèse et à la lymphangiogenèse. Il agit 
comme puissant inducteur de formation de vaisseaux embryonnaires et postnataux (Hoeben et 
al. 2004b). Initialement, le VEGF a été identifié comme un facteur de perméabilité vasculaire 
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produit par les tumeurs (Ferrara 2011). Depuis ce jour, il a été largement caractérisé comme une 
molécule essentielle pour l’angiogenèse physiologique et pathologique. En effet, le VEGF est 
impliqué dans de multiples étapes du processus angiogénique incluant la perméabilité, la 
migration, la prolifération et la formation de tubules (Mariotti and Maier 2006). 
 
La famille du VEGF comprend 7 isoformes différentes, les VEGF-A à F et le PIGF 
(placenta growth factor). Chacune de ces variantes contient un domaine d’homologie similaire 
composé d’un motif de cystéine impliqué dans les liaisons disulfures inter- et intramoléculaires 
(Hoeben et al. 2004b). Les différentes isoformes de VEGF se lient et activent 3 récepteurs 
spécifiques, le VEGFR1 (Flt-1), le VEGFR2 (Flk-1 ou KDR) et le VEGFR3 (Flt-4) (figure 24). 
Ces récepteurs sont impliqués dans la formation des vaisseaux sanguins et des vaisseaux 
lymphatiques. Le VEGF-A est le membre le plus important et est en général simplement désigné 
sous le nom de VEGF(Hoeben et al. 2004b). Structuralement, le VEGF-A est une glycoprotéine 
homodimérique de 34 à 42 kd et existe sous plus de 7 variantes avec des caractéristiques 
différentes (Hoeben et al. 2004b). Par exemple, chacune de ces variantes possède des affinités 
de liaison différentes pour l’héparine sulfate. De plus, elles peuvent être solubles ou séquestrées 
dans la MEC. Le VEGF-A165 est le plus documenté dans l’angiogenèse. Il présente une forte 
affinité pour l’héparine et est présent autant sous forme soluble que lié à la MEC (Ferrara 2009). 
De façon générale, le VEGF-A165 exerce son action pro-angiogénique par la liaison aux 
récepteurs VEGFR1 et VEGFR2.  
6.1.7.2. Régulation de l’expression du VEGF 
L’expression du VEGF est régulée par plusieurs facteurs transcriptionnels et par divers 
médiateurs endogènes qui vont moduler directement ou indirectement son expression génique 
et protéique. Les facteurs de transcription sont des protéines reconnaissant et liant des séquences 
spécifiques sur l’ADN et capables d’activer la transcription d’un gène menant à son expression 
(Josko and Mazurek 2004). Il existe une région clé de 50 paires de bases (Pb) en amont du 
promoteur du VEGF qui est une cible pour un grand nombre de signaux. Cette région répond à 
l’hypoxie, aux oncoprotéines et à des activateurs de facteurs de croissance qui sont pour la 
plupart produits par HIF-1 (Josko and Mazurek 2004). D’autres facteurs transcriptionnels 
peuvent également induire le VEGF mais ne sont pas indispensables à son expression. Par 
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exemple, nous retrouvons le  NF-κB qui est fortement exprimé en condition inflammatoire, 
l’AP-1 (activator protein-1) associé à la transcription de gènes impliqués dans la prolifération 
cellulaire et le SP1 (specificity protein 1) lié à la production d’oncogènes (Josko and Mazurek 
2004). Parmi les différents médiateurs influençant l’expression du VEGF, un des plus 
importants est le NO. En effet, le NO agit comme molécule de signalisation intra et extra 
cellulaire et possède un large éventail de propriétés biologiques, incluant l’induction de 
l’expression du VEGF par les SMCs (Dulak et al. 2000). Inversement, certains facteurs 
endogènes anti-angiogéniques comme le TSP-1 (thrombospondine-1) vont réguler 
négativement les niveaux de VEGF par internalisation et dégradation (Greenaway et al. 2007). 
D’autres facteurs comme le PF4 (platelet factor-4) lient le VEGF et bloquent ses actions pro-
angiogéniques (Gengrinovitch et al. 1995). Finalement, certains agents et médiateurs vont 
diminuer indirectement l’expression du VEGF comme les oxLDL (Desjarlais et al. 2017b) et le 
facteur pro-inflammatoire TRAF6 (TNF-α receptor associated protein-6) (Bruneau et al. 2012). 
6.1.7.3. Les récepteurs du VEGF : structure, régulation et rôle biologique 
Les différentes isoformes de VEGF vont lier sélectivement 3 récepteurs de type tyrosine 
kinase localisés à la surface membranaire : VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3. Structuralement, 
ces récepteurs sont composés d’un domaine extracellulaire d’affinité pour le ligand, d’un 
domaine transmembranaire et d’un domaine tyrosine kinase intracellulaire (figure 24). 
L’activation des VEGFR est régulée par liaison du ligand au récepteur causant une 
homodimérisation (ex. : VEGFR1-VEGFR1) ou une hétérodimérisation (ex. : VEGFR1-
VEGFR2). Cette dimérisation mène à un changement conformationel activant le récepteur par 
autophosphorylation de tyrosines spécifiques du domaine intracellulaire. La phosphorylation 
des résidus tyrosines va aussi permettre la création de sites de liaisons pour le recrutement de 
différents médiateurs contenant un domaine SH2. La liaison de ces différents médiateurs va 
déclencher des cascades de signalisation intracellulaires menant à différentes réponses 
biologiques comme la migration, la prolifération et la survie des cellules (figure 24). Les 
VEGFR sont inactivés par déphosphorylation par des tyrosines phosphatases telles que la 
VEPTP (vascular endothelial phosphotyrosine phosphatases) et la DEP1 (density-enhanced 
phosphatase 1). L’expression du récepteur peut aussi être régulée négativement par 
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internalisation et dégradation par le protéasome (Hoeben et al. 2004b; Koch and Claesson-
Welsh 2012).  
 
Figure 24. Les récepteurs au VEGF et voies de signalisations impliquées. Les 3 
principaux récepteurs au VEGF possèdent un domaine extracellulaire liant différentes 
isoformes de VEGF (ligand), un domaine transmembranaire (TM) et un domaine 
cytoplasmique assurant la transmission de signaux intracellulaires. Les VEGFR sont 
activés par liaison avec les différentes isoformes de VEGF causant une 
autophosphorylation du récepteur. Le VEGFR2 est le principal récepteur angiogénique 
des ECs et est impliqué dans plusieurs étapes de l’angiogenèse incluant la perméabilité 
vasculaire, la migration, la prolifération et la survie des ECs. Figure adaptée de :  
(Takahashi and Shibuya 2005)   
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Parmi les 3 VEGFR, le VEGFR2 est le récepteur prédominant le plus important dans 
l’angiogenèse, son rôle sera décrit dans la section suivante. Bien que le VEGFR1 participe aussi 
à la signalisation angiogénique, son rôle sur la fonction endothéliale est moins bien défini. Sa 
fonction serait surtout liée à la régulation de la morphologie des vaisseaux sanguins. En effet, il 
est documenté que le VEGFR1 est requis pour la formation normale de vaisseaux sanguins 
durant l’embryogenèse. La délétion du gène VEGFR1 cause la mortalité des embryons de souris 
par une malformation vasculaire. Le VEGFR1 possède une faible activité kinase comparée au 
VEGFR2, ce qui se traduit par une faible capacité à stimuler la migration et la prolifération des 
ECs. Les fonctions pro-angiogéniques les mieux caractérisées du VEGFR1 sont liées à sa 
capacité d’induire la migration et la différenciation des monocytes. Le VEGFR3 est 
majoritairement exprimé dans les veines et les vaisseaux lymphatiques et n’est pas exprimé dans 
les artères après la naissance. Le VEGFR3 est impliqué dans la régulation de la 
lymphangiogenèse. Il stimule la migration, la prolifération et la survie des ECs lymphatiques en 
induisant l’activation des MAPK par la voie de signalisation PI3K/AKT (Cébe-Suarez, 
Zehnder-Fjällman, and Ballmer-Hofer 2006; Hoeben et al. 2004b). 
6.1.7.4. VEGFR2 : Le récepteur endothélial clé dans la signalisation angiogénique  
Le VEGFR2, appelé KDR chez l’humain et FLK1 chez la souris est le principal récepteur 
angiogénique des ECs. Il est également exprimé par les cellules hématopoïétiques, neuronales 
et rétiniennes. Son rôle pro-angiogénique inclut l’induction de la vasodilatation, la perméabilité 
vasculaire, la migration, la prolifération, la différenciation des EPCs et la survie cellulaire. 
L’activation du VEGFR2 stimule la prolifération des ECs par plusieurs voies de signalisations. 
Classiquement, le VEGFR2 active la cascade de signalisation RAS-dépendante (famille des 
protéines G) stimulant l’activation de MAPK comme ERK1/2 (extracellulaire signaling kinase). 
Le VEGFR2 active aussi la voie PI3K/AKT impliquée dans la migration et la survie cellulaire. 
D’autres médiateurs comme le c-SRC et l'eNOS sont également activés par la cascade VEGFR2 
dépendante et vont stimuler la migration et la prolifération des ECs. La production de NO 
subséquente à l’activation du VEGFR2 induit la vasodilatation, la perméabilité membranaire et 
le recrutement de PACs. Le VEGFR2 régule aussi la réorganisation du cytosquelette et la 
migration cellulaire par l’activation de FAK (focal adhesion kinase) et de la voie SAPK/p38 
 
84 
(stress activated proteine kinase 2) (Cébe-Suarez, Zehnder-Fjällman, and Ballmer-Hofer 2006; 
Koch and Claesson-Welsh 2012).  
6.1.7.5. Le FGF 
Les FGF (fibroblast growth factor) sont également des facteurs pro-angiogéniques 
importants et représentent une famille de 23 membres connus (FGF-1 à FGF-23) liants 4 
récepteurs tyrosine kinase (FGFR1 à FRGR4). Les récepteurs au FGF contiennent 3 domaines 
extracellulaires (D1 à D3), un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique tyrosine 
kinase (Beenken and Mohammadi 2009). Les membres les plus connus et les plus importants 
dans l’induction de l’angiogenèse sont le FGF-1 (acidic FGF) et le FGF-2 (basic FGF) activant 
les récepteurs FGFR1 et FGFR2. Le FGF-1 et le FGF-2 sont principalement séquestrés sous 
forme de réservoir dans la membrane basale et dans la MEC. Ils sont aussi induits et sécrétés en 
condition angiogénique par une large gamme de types cellulaires. Le FGF1 et le FGF2 sont 
capables de stimuler la prolifération des ECs, des fibroblastes, des macrophages et des SMCs. 
Le FGF-2 est également connu pour stimuler la production endogène de VEGF. Il possède des 
fonctions pro-angiogéniques similaires au VEGF et régule la prolifération, l’expression 
d’intégrine, la perméabilité endothéliale et la migration des ECs. De plus, le FGF-2 favorise la 
protéolyse et le remodelage de la MEC par l’induction de MMPs et par la production de 
fibronectine par les ECs (Ucuzian et al. 2010; Sterzynska, Sujka-Kordowska, and Witkiewicz 
2011). Toutefois, des études in vivo semblent démontrer que les FGFs ne joueraient pas un rôle 
aussi important que le VEGF dans l’angiogenèse. En effet, les souris déficientes pour le FGF1 
et le FGF2 présentent un développement vasculaire normal avec des défauts mineurs dans la 
cicatrisation des plaies. Collectivement, les études montrent que la FGF2 joue principalement 
un rôle dans le remodelage des vaisseaux sanguins lors de la réparation tissulaire et ne participe 
pas aussi activement à l’angiogenèse que le VEGF (Papetti and Herman 2002).  
6.1.7.6. Le PDGF 
Les PDGF (platelet derived growth factors) sont une famille de facteurs de croissance 
pro-angiogéniques de structure similaire au VEGF. Ils sont généralement entreposés dans les 
granules des plaquettes et synthétisés par différents types cellulaires (fibroblastes, péricytes, 
SMCs, et macrophages). Les PDGF contiennent 4 différentes chaines polypeptidiques (A, B, C, 
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D) et forment 5 différentes isoformes par homo ou hétérodimérisation (PDGF-AA, PDGF-AB, 
PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD). Les différents PDGF lient 3 récepteurs tyrosines 
kinases incluant le PDGFR-AA, le PDGFR-AB et le PDGFR-BB. Le PDGFR-BB est le seul 
récepteur exprimé par les ECs et son activation induit le bourgeonnement angiogénique et la 
formation de tubules. De plus, le PDGFR-BB stimule la prolifération des SMCs et des péricytes 
impliqués dans la maturation et la stabilisation des vaisseaux. L’importance du PDGF dans 
l’angiogenèse et dans le développement embryonnaire a été confirmée in vivo. En effet, les 
souris déficientes en PDGF présentent des vaisseaux sanguins dysfonctionnels, ce qui est létal 
chez les nouveau-nés. Également, plusieurs études ont démontré que la modulation de 
l’expression physiologique du PDGF est associée à plusieurs pathologies. Par exemple, 
l’expression du PDGF est augmentée lors de pathologies inflammatoires et athérosclérotiques. 
Collectivement, au niveau de la formation des vaisseaux sanguins, le PDGF joue un rôle clé 
dans le recrutement et la prolifération des péricytes permettant la stabilisation et la formation de 
capillaires fonctionnels (Sterzynska, Sujka-Kordowska, and Witkiewicz 2011; Papetti and 
Herman 2002). 
6.1.7.7. Le TFG-β  
Le TFG-β  (transforming growth factor beta) est un membre d’une famille de 30 
cytokines. Il est sécrété sous forme latente et activé par clivage protéolytique. Le TFG-β  
possède une grande variété de fonctions spécifiques selon le type cellulaire sur lequel il agit. 
Une exposition des ECs au TFG-β  peut stimuler ou inhiber la formation de tubule selon la dose 
utilisée. Par exemple, les différentes études suggèrent que les effets pro-angiogéniques sont à 
faibles doses (<0,5 ng/ml) alors qu’une dose élevée (1-5 ng/ml) produirait un effet antagoniste. 
Le TFG-β  est également impliqué dans la stabilisation des vaisseaux en favorisant les 
interactions ECs/péricytes et en stimulant la prolifération des péricytes. Globalement, le TFG-β  
permet de solidifier la paroi des vaisseaux par la régulation de la quiescence endothéliale, la 
stabilité des contacts cellule/cellule et par la différenciation des cellules murales. D’autre part, 
le TFG-β  exerce un effet pro-angiogénique de façon indirecte en stimulant le recrutement de 
cellules inflammatoires capables de sécréter des facteurs angiogéniques. Le TFG-β  exerce donc 
des effets pléiotropiques en fonction du type cellulaire ciblé (Ucuzian et al. 2010; Papetti and 
Herman 2002).  
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6.1.7.8. Les angiopoiétines  
Les angiopoiétines (ANGPT) sont des facteurs requis pour le développement des 
vaisseaux sanguins et sont principalement impliqués dans la stabilité des vaisseaux. Les ANGPT 
sont une famille de 4 ligands extracellulaires (ANGPT1 à ANGPT4) liant des récepteurs 
tyrosine kinase endothéliaux (Tie-1 et le Tie-2). L’ANGPT1 et l’ANGPT2 sont les plus 
importantes dans l’angiogenèse et exercent des effets opposés via le récepteur Tie-2. 
L’ANGPT1 agit comme agoniste et induit une activation rapide de Tie-2 menant à une 
augmentation de la signalisation impliquée dans l’angiogenèse et dans la survie des ECs. 
L’ANGPT1 antagonise aussi l’expression de l’ANGPT2 favorisant la stabilisation des 
vaisseaux. Inversement, l’ANGPT2 bloque l’activation de Tie-2 par l’ANGPT1 et est 
principalement associée à la déstabilisation et la régression des vaisseaux. L’ANGPT2 permet 
aussi d’éviter le bourgeonnement angiogénique et les embranchements excessifs causés par une 
surstimulation de Tie-2 par l’ANGPT1. Les fonctions angiogéniques de l’ANGPT1 et 
l’ANGPT2 par Tie-2 demeurent complexes et dépendent de l’environnement local et de la 
collaboration avec les autres facteurs de croissances, dont le VEGF. Par exemple, en condition 
physiologique, la signalisation ANGPT1/Tie-2 dépendante est connue pour réguler la 
maintenance et la quiescence vasculaire. D’autre part, elle promeut des voies de signalisations 
impliquées dans l’angiogenèse. Lors d’une condition hypoxique, l’ANGPT2 est rapidement 
exprimée pour inhiber l’action de l’ANGPT1 sur Tie-2 menant à une déstabilisation des 
vaisseaux. Cette déstabilisation est impliquée dans les évènements initiaux de l’angiogenèse. En 
présence de VEGF, l’ANGPT2 induit la migration et la prolifération des ECs. Inversement, en 
absence de VEGF, l’ANGPT2 cause l’apoptose des ECs et la régression de vaisseaux. 
Collectivement, les ANG sont impliqués dans les processus de stabilisations des vaisseaux et 
collaborent de façon complexe avec le VEGF durant les différentes étapes de l’angiogenèse. La 
modulation de l’expression de l’ANGPT1 et l’ANGPT2 est donc fonction des différentes phases 
de l’angiogenèse (Ucuzian et al. 2010 ; Sterzynska et al. 2011 ; Papetti and Herman 2002)  
6.1.7.9. Les MMPs 
La protéolyse de la MEC est un évènement critique pour plusieurs phases de 
l’angiogenèse incluant la migration, le bourgeonnement et le remodelage des vaisseaux. La 
dégradation de la membrane basale et de la MEC est médiée par des métalloprotéinases 
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matricielles (MMPs) possédant une activité catalytique gélatinase et collagénase. L’expression 
des MMPs est augmentée lors de l’angiogenèse, mais aussi, par l’hypoxie et l’inflammation 
(Silvestre et al. 2013). Il existe 2 classes de MMPs, les solubles et les membranaires. Les MMPs 
solubles comme la MMP-2 et la MMP-9 sont très actives lors de l’angiogenèse. Les MMPs 
membranaires (MT-MMP) comme la MT1-MMP possédant un domaine catalytique capable 
d’activer d’autre MMPs et un domaine cytoplasmique intracellulaire impliqué dans la 
transmission de divers signaux intracellulaires. Les MMPs solubles sont sécrétées sous forme 
inactive et activées par clivage protéolytique par les MT-MMPs ou par d’autres MMPs solubles. 
Leur activité est contrôlée par des molécules endogènes comme les TIMPs (tissus inhibitor of 
mettaloproteinase). Les MMPs solubles localisées dans la MEC contribuent aussi à 
l’angiogenèse en libérant des facteurs pro-angiogéniques (ex. VEGF et FGF) séquestrés. Leur 
capacité de dégradation favorise également le bourgeonnement angiogénique en créant l’espace 
requis aux ECs pour migrer. Les MT-MMPs peuvent stimuler diverses voies de signalisation 
angiogéniques par leur domaine cytoplasmique. Par exemple, la MT1-MMP est impliquée dans 
l’activation d’ERK favorisant la prolifération cellulaire et la stimulation indirecte de 
l’expression de VEGF (Gingras and Béliveau 2010). Pour résumer, les MMPs contribuent à 
l’angiogenèse par leur activité catalytique de dégradation et par leur signalisation intracellulaire 
pro-angiogénique.  
6.1.7.10. Le NO : un médiateur pro-angiogénique important  
Comme il a été décrit au cours des chapitres précédents, le NO est un important facteur 
vasodilatateur jouant un rôle protecteur fondamental au niveau de l’endothélium. Dans 
l’angiogenèse, le NO joue un rôle de premier plan comme molécule de signalisation dans 
diverses étapes du processus telles que la vasodilatation et la perméabilité, la migration et la 
prolifération des ECs (Cooke and Losordo 2002b). Le NO induit la vasodilatation par la 
relaxation des SMCs via l’activation de la voie de signalisation cGMP/PKG et en diminuant les 
concentrations de calcium intracellulaire. Le NO induit la migration et la prolifération des ECs 
en stimulant différentes voies de signalisation incluant les MAPK (RAS, RAF, ERK) et les 
intégrines (Bir et al. 2012). Il est aussi impliqué indirectement dans la dégradation de la MEC, 
dans l’organisation du réseau tubulaire et dans la formation de la lumière par des mécanismes 
encore mal compris (Duda, Fukumura, and Jain 2004; Fukumura and Jain 1998). Au cours de 
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l’angiogenèse, le NO peut être produit en réponse au VEGF par une cascade de 
signalisation VEGFR2/PI3K/AKT dépendante, menant à l’activation d’eNOS (Koch and 
Claesson-Welsh 2012). Le NO peut aussi induire l’expression endogène de facteurs pro-
angiogéniques comme le VEGF et le FGF et exercer un effet chimioattractant pour diverses 
cellules (péricytes et PACs) (Bir et al. 2012). L’importance du NO dans l’angiogenèse a été 
documentée dans de nombreux modèles animaux. En effet, la délétion du gène eNOS chez la 
souris est associée à une diminution de la capacité angiogénique et de réparation tissulaire. Les 
souris KO pour eNOS présentent aussi une réduction de l’expression de facteurs pro-
angiogéniques et une diminution de la capacité de migration et de prolifération des ECs (Lee et 
al. 1999). Inversement, il a été documenté que la surexpression d’eNOS chez la souris mène à 
une remarquable augmentation de la densité capillaire dans les tissus ischémiques (Amano et al. 
2003). 
6.1.8. Importance de Src dans l’angiogenèse  
Le proto-oncogène c-Src (Src) fait partie d’une famille d’oncogènes codant pour des 
non-récepteurs tyrosines kinases (CSK). Src est une protéine adaptatrice qui interagit avec des 
récepteurs tyrosines kinases comme le VEGFR2, des récepteurs couplés aux protéines G et des 
récepteurs de stéroïdes. Src agit aussi comme transmetteur de signaux intracellulaires et comme 
activateur transcriptionnel. Toutes les interactions moléculaires médiées par Src mènent à 
l’induction de voies de signalisations impliquées dans divers processus biologiques (migration, 
prolifération, survie et angiogenèse) (figure 25). La découverte de Src par Bishop et Varmus 
est à l’origine du prix Nobel de physiologie en 1989 et a grandement contribué à la 
compréhension moderne du cancer(Wheeler, Iida, and Dunn 2009). 
 
Structuralement, SRC est constitué de 6 régions fonctionnelles : SH4, SH3, SH2, une 
séquence de liaison, un domaine tyrosine kinase (SH1) et une région régulatrice en C-terminale 
(figure 25) (Wheeler, Iida, and Dunn 2009). Les domaines SH2 (SRC homology 2) et SH3 
(SRC homology 3) participent aux interactions protéine-protéine et le domaine SH1 (domaine 
catalytique) contient le site actif kinase. Le domaine SH3 permet aussi d’adresser Src à la 
membrane cellulaire. L’activation de Src est contrôlée par phosphorylation sur des sites 
spécifiques contenant des tyrosines (y416 et y527) et par des interactions avec des partenaires 
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protéiques permettant à Src de passer d’un état inactif à actif (figure 25). L’autophosphorylation 
de la tyrosine-416 de Src induit un changement conformationel menant à son activation. L’autre 
site critique dans la régulation de Src est la tyrosine 527 qui peut être phosphorylée (état inactif 
de Src) ou déphosphorylée (état actif Src) par diverses protéines comme des tyrosines kinases 
CSK et des SHP-1 phosphorylases (Frame 2002; Wheeler, Iida, and Dunn 2009). Plusieurs 
protéines peuvent interagir avec SRC par les domaines SH2 et SH3 régulant son activité. Par 
exemple, le PDGF, FAK et la tyrosine phosphatase SHP-2 peuvent réguler positivement Src 
(Amanchy et al. 2009; Burnham et al. 2000). Parmi les régulateurs négatifs de Src, nous 
retrouvons la protéine SRCIN1 (Src kinase signaling inhibitor 1) également connue sous le nom 
de SNIP. Cette protéine adaptatrice récemment découverte est importante dans l’inhibition 
endogène de Src. Elle agit en activant CSK, un important régulateur négatif de Src (Cao et al. 
2014; Di Stefano et al. 2007). L’action moléculaire de Src est variée et inclut l’activation de 
différents récepteurs (ex. CSFR1, VERGFR, EGFR), facteurs transcriptionnels (ex. STAT) et 
molécules de signalisation (ex. MAPK, ERK, FAK). Dans l’angiogenèse, Src stimule 
l’activation de différentes voies de signalisations impliquées dans la migration et la prolifération 
(PI3K/AKT/eNOS et ERK/P38) des ECs. Également, Src stimule l’angiogenèse en augmentant 
la synthèse de VEGF par les MAPK  (Wheeler, Iida, and Dunn 2009). L’interaction de Src avec 
VEGFR2 est également importante pour l’augmentation de la perméabilité endothéliale, une 
étape critique dans les évènements initiaux de l’angiogenèse. Par exemple 
l’interaction VEGFR2/Src mène à l’activation d’eNOS, ce qui augmente la production de NO, 
mais participe aussi au réarrangement des jonctions VE-cadherin modulant la perméabilité 
endothéliale (Sun, Li, et al. 2012). L’importance de Src dans l’angiogenèse tumorale a été 
démontrée dans plusieurs modèles animaux. Par exemple, il a été documenté que l’inhibition de 
Src stabilise la barrière endothéliale et supprime l’extravasation tumorale confirmant son 
importance dans la perméabilité endothéliale lors de l’angiogenèse tumorale (Weis et al. 2004). 
L’inhibition de Src favorise aussi l’apoptose des ECs (Ischenko et al. 2007) et diminue la 
croissance tumorale (Irby and Yeatman 2000). Toutefois, le rôle de Src dans l’angiogenèse non 





Figure 25. Mécanisme d’activation de Src et voies de signalisations impliquées. Src est 
une protéine de type non-récepteur tyrosine kinase et possède 3 domaines avec des 
fonctions importantes (SH2, SH3, kinase). Les domaines SH2 et SH3 établissent des 
liaisons avec divers partenaires de liaison pour permettre leur activation ou le 
fonctionnement de leur activité de signalisation intracellulaire (détail dans le texte). Le 
domaine SH3 permet également la localisation de Src à la membrane plasmique et le 
domaine kinase permet l’activation par phosphorylation de diverses protéines impliquées 
dans la transmission de signaux de survie, de migration et de prolifération (figure droite). 
Src passe de l’état inactif à actif par phosphorylation de sa tyrosine 416 (Y416) et 
déphosphorylation de sa Y527, causant un changement de conformation du site actif et 
permettant ensuite la phosphosphorylation de diverses protéines (figure gauche). Figure 
adaptée de : (Wheeler, Iida, and Dunn 2009; Frame 2002) 
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6.1.9. La régulation négative de l’angiogenèse : les facteurs anti-
angiogéniques  
L’inhibition de l’angiogenèse est causée par un débalancement de l’équilibre entre les 
facteurs pro et anti-angiogéniques endogènes. Une expression élevée de facteurs anti-
angiogéniques dans les tissus maintient l’angiogenèse inactive en condition normale. Les 
composantes de la membrane vasculaire peuvent moduler le comportement des ECs en plus de 
fournir un soutien structurel et fonctionnel. Les facteurs anti-angiogéniques les plus connus sont 
séquestrés dans la MEC et retrouvés dans la membrane basale. Parmi les principaux facteurs 
anti-angiogéniques  nous retrouvons l’endostatin, l’angiostatine, la thrombospondine (TSP), 
certaines interleukines, l’INF et le PF4 (platelet factor 4) (Nyberg, Xie, and Kalluri 2005b).  
 
L’endostatine est un important facteur anti-angiogénique dérivé du collagène et exerce 
sa fonction inhibitrice de plusieurs façons. Par exemple, elle interfère avec la transduction de 
signaux induits par le facteur pro-angiogénique FGF2. Elle inhibe aussi la prolifération 
endothéliale en ciblant la cyclin D1 et antagonise l’action du VEGF ciblant le VEGFR2. 
L’endostatine diminue l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la croissance (EGRF, 
MAPK, FAK) et dans la migration (RAS/RAF, ERK et P38) des ECs. Également, elle inhibe 
l’activité de plusieurs MMPs, en particulier la MMP2 et la MMP9 qui sont très actives dans 
l’angiogenèse (O'Reilly et al. 1997; Nyberg, Xie, and Kalluri 2005b). La thrombospondine-1 
(TSP-1) est une glycoprotéine anti-angiogénique sécrétée par diverses cellules. Elle est 
reconnue comme un important inhibiteur d’angiogenèse et de croissance tumorale. Elle agit en 
bloquant des voies de signalisations activées par le VEGF et le FGF-2. Également, la TSP-1 
exerce un effet pro-apoptotique sur les ECs en augmentant l’expression du ligand FASL (Lawler 
2002; Nyberg, Xie, and Kalluri 2005b). Les interférons (INF) sont des cytokines anti-
angiogéniques qui possèdent des fonctions antivirales, anti-tumorales et pro-apoptotiques. Par 
exemple, l’INF est reconnu comme un inhibiteur d’angiogenèse tumoral. In vitro, l’INF diminue 
l’expression, la sécrétion et l’activité de facteurs pro-angiogéniques comme l’IL-8, la MMP-9, 
le bFGF et le VEGF (Nyberg, Xie, and Kalluri 2005b). Parmi les interleukines anti-
angiogéniques, nous retrouvons l’IL-4 qui inhibe l’action du FGF, l’IL-12 qui stimule la 
production d’INF et l’IL-18 qui inhibe la néovascularisation cornéenne et embryonnaire (Morini 
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et al. 2004; Kim et al. 2003; Nyberg, Xie, and Kalluri 2005b). Finalement, le PF4 
(platelet factor-4) est un autre facteur anti-angiogénique libéré par les granules plaquettaires. Il 
inhibe l’angiogenèse en s’associant directement avec le FGF-2 et en bloquant la liaison à son 
récepteur endothélial et en inhibant l’activité du VEGF par plusieurs mécanismes 
(Gengrinovitch et al. 1995; Nyberg, Xie, and Kalluri 2005b). 
 
6.1.10. Résumé des principales voies de signalisations angiogéniques.  
Les ECs reçoivent donc de multiples signaux de leur microenvironnement pour contrôler 
diverses étapes impliquées dans la formation de nouveaux vaisseaux. Jusqu’à maintenant, il a 
été décrit que les facteurs pro-angiogéniques stimulent des cascades de signaux intracellulaires 
par l’activation de différents récepteurs endothéliaux menant à la prolifération, la migration et 
la résistance à l’apoptose (survie). Ces trois processus sont critiques dans l’induction de 
l’angiogenèse en condition d’hypoxie (Munoz-Chapuli, Quesada, and Angel Medina 2004). Les 
paragraphes suivants visent à mieux illustrer les principaux récepteurs et les voies de 
signalisations classiques qui sont impliqués dans ces 3 différents processus. 
 
A-Signalisation intracellulaire impliquée dans la prolifération des cellules endothéliales 
Chez l’adulte, en condition physiologique, les ECs sont en état de quiescence et 
seulement 0,01 % des ECs se divisent et prolifèrent (Hobson and Denekamp 1984). Par contre, 
en réponse à une stimulation angiogénique, les ECs entrent dans un état prolifératif. Les 7 
principaux récepteurs et les principales voies de signalisations menant à la prolifération des ECs 
sont illustrés à la figure 26. Les récepteurs les plus actifs pour la prolifération des ECs sont le 
VEGFR2 et le FGFR capables d’activer plusieurs voies dont les voies PI3K/AKT/eNOS et 
PLCy/PKC/ERK, deux voies importantes bien documentées (Munoz-Chapuli, Quesada, and 




Figure 26. Voies de signalisations impliquées dans la prolifération, la migration et la 
survie des ECs. Illustration des principaux récepteurs membranaires et des médiateurs 
intracellulaires impliqués dans la régulation de la migration, de la prolifération et de la 
survie des ECs. Détail dans le texte. Figure adaptée de : (Munoz-Chapuli, Quesada, and 
Angel Medina 2004) 
B-Signalisation intracellulaire impliquée dans la migration des cellules endothéliales 
Les voies de signalisation associées à la migration impliquent des médiateurs communs 
à celle de la prolifération cellulaire. La voie du VEGFR2 est une des principales activant les 
voies PI3K/AKT/eNOS, ERK et P38. Également, les intégrines sont grandement impliquées 
dans la migration des ECs. Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires d’adhésion 
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cellulaire impliqués aussi dans la transduction de signaux intracellulaires. L’extrémité 
extracellulaire interagit avec des protéines matricielles alors que la partie cytoplasmique 
interagit avec des molécules de signalisations intracellulaires régulant la migration, la 
prolifération, la survie et la différenciation. Les intégrines exercent donc 2 fonctions 
fondamentales incluant l’adhésion et la signalisation intracellulaire. Les protéines d’adhésion 
focale (FAK) appartiennent à la famille des kinases et sont exprimées de façon ubiquitaire dans 
les cellules au niveau du complexe d’adhésion cytoplasmique. Les FAK peuvent être activés par 
des intégrines, facteurs de croissance et hormones. Une fois activés, ils subissent un changement 
de conformation libérant un site phosphorylable par d’autres protéines comme Src. L’activation 
des FAK conduit ensuite à des cascades de signalisation stimulant des voies impliquées dans la 
migration et la survie cellulaire (Zhao and Guan 2011; Avraamides, Garmy-Susini, and Varner 
2008; Munoz-Chapuli, Quesada, and Angel Medina 2004). Les principales voies de 
signalisation impliquée dans la migration cellulaire sont illustrées à la figure 26. 
 
C- Signalisation intracellulaire impliquée dans la survie des cellules endothéliales 
En condition hypoxique, le déclenchement de signaux de survie des ECs est nécessaire 
pour que l’angiogenèse ait lieu. Il existe plusieurs récepteurs endothéliaux impliqués dans la 
survie et l’apoptose. Toutefois, la plupart convergent vers deux voies de signalisation clé 
régulant la survie des cellules : la voie PI3K/AKT et la voie du programme de transcription de 
gènes régulant l’apoptose (figure 26). Un des éléments centraux dans la survie des cellules est 
l’activation d’AKT qui est un point de convergence de plusieurs signaux de survie (Munoz-
Chapuli, Quesada, and Angel Medina 2004). AKT promeut la survie de plusieurs façons. Par 
exemple, il active eNOS favorisant la génération de NO exerçant un rôle anti-apoptotique sur 
l’endothélium (Dimmeler and Zeiher 1999). AKT peut également inhiber la transcription de 
molécules et de gènes effecteurs pro-apoptotiques comme les caspases et certains membres de 
la famille des BCL-2 (Bax, Bad). Il peut aussi agir en activant des médiateurs anti-apoptotiques 
comme la Survivin (Munoz-Chapuli, Quesada, and Angel Medina 2004). Finalement, 
l’activation d’AKT joue un rôle protecteur en bloquant l’action pro-apoptotique de différentes 




6.2. La vasculogenèse et le rôle des cellules pro-angiogéniques 
(PACs) 
La vasculogenèse est définie comme un processus distinct et complémentaire à 
l’angiogenèse qui permet la formation de vaisseaux sanguins à partir de cellules endothéliales 
progénitrices (EPCs) (Asahara and Kawamoto 2004). La vasculogenèse a longtemps été 
considérée comme un processus de formation de vaisseaux sanguins de novo limité au 
développement embryonnaire. Toutefois, suite à l’isolation d’EPCs du sang périphérique en 
1997 par Asahara et ses collègues, un rôle pour les EPCs dans la néovascularisation postnatale 
a été considéré. En effet, ces cellules positives pour le marqueur hématopoïétique CD34 et pour 
le marqueur endothélial VEGFR2, possédaient une grande capacité de prolifération et pouvaient 
se différencier en ECs in vitro. Par la suite, il a été démontré que les EPCs pouvaient s’incorporer 
aux vaisseaux, et ce dans les emplacements d’angiogenèse active (Tongers, Roncalli, and 
Losordo 2010; Murohara 2003). Suite à ces différentes observations, le potentiel angiogénique 
des EPCs a été investigué et confirmé dans de nombreuses études (Murohara 2003). In vitro, les 
EPCs sont en général caractérisées par leurs capacités d’internaliser les LDLs diacétyler 
(dilacLDL) et par divers essais fonctionnels (ex. capacité à former des colonies et tubules, 
capacité d’intégration vasculaire). Parmi les autres méthodes conventionnelles d’identifications, 
l’analyse de la co-expression de marqueurs spécifiques hématopoïétiques (CD133 et CD34) et 
endothéliaux (VEGFR2, eNOS, CD31) est utilisée (Tongers, Roncalli, and Losordo 2010). 
 
 À l’heure actuelle, il existe encore un débat sur les termes utilisés pour identifier les 
EPCs. Par exemple, le terme utilisé pour qualifier les EPCs varie en fonction de leur provenance 
(ex. : sang, moelle osseuse), des techniques de culture cellulaire, des marqueurs utilisés pour les 
identifier et de leurs phénotypes (Urbich and Dimmeler 2004; Tongers, Roncalli, and Losordo 
2010). De façon générale, les EPCs font référence à une population très hétérogène de cellules 
progénitrices pouvant développer un phénotype endothélial et acquérir des propriétés 
angiogéniques. Elles sont parfois identifiées à tort comme des «early outgrowth cells» dont les 
termes utilisés sont CAC (circulating angiogenic cells) et PAC (proangiogenic cells). Comme 
il a été mentionné au début du chapitre, les PACs ne sont pas de vraie EPCs n’acquérant pas le 
phénotype endothélial et sont maintenant considérés de façon plus précise comme des cellules 
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ayant une forte activitée paracrine pro-angiogénique.  Les «late outgrowth cells» ou 
«endothelial colony forming cells» fait référence à de vrai EPCs qui se rapprochent du 
phénotype des ECs matures (figure 27)  (Rose, Erzurum, and Asosingh 2015; Basile and Yoder 
2014). La section suivante vise à mieux définir l’origine et la caractérisation des PACs qui sont 
les cellules étudiées dans cette thèse. 
 
 
Figure 27. Identification et caractéristiques des 3 principaux sous-types cellulaires 
impliqués dans la néovascularisation post-ischémique. Figure adaptée de :  (Basile and 
Yoder 2014; Williamson, Stringer, and Alexander 2012) 
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6.2.1. Origine, identification et localisation des EPCs/PACs 
Au cours du développement, l’hématopoïèse et la néovascularisation sont étroitement 
liées par une cellule souche bipotente commune appelée l’hémangioblaste. Cette cellule produit 
les cellules hématopoïétiques et les cellules endothéliales. Après la naissance, ce lien est 
maintenu par un ensemble de cellules progénitrices hématopoïétiques capables de se différencier 
en EPCs et jouant un rôle essentiel dans la santé vasculaire (Rose, Erzurum, and Asosingh 2015). 
Les PACs quant à elles sont identifiées par un ensemble de caractéristiques spécifiques. Elles 
sont en général positives pour un marqueur hématopoïétique (ex. CD34 et CD133) et pour un 
marqueur endothélial (ex. VEGFR2, CD31, Tie-2). De plus, les PACs possèdent la capacité 
d’adhérer à la fibronectine, d’absorber des LDL acétylés et de lier la lectine (Bueno-Betí et al. 
2013; Rose, Erzurum, and Asosingh 2015). Au niveau de leurs localisations, il existe 3 
principales niches de PAC dans l’organisme : 1) une réserve principale dans la moelle osseuse, 
2) un petit groupe retrouvé dans la circulation sanguine et 3) un groupe de PAC résident localisé 
près de l’endothélium (Massberg et al. 2007; Tamma and Ribatti 2017). Selon la littérature, il 
s’agit d’une même population dérivant de la moelle osseuse et libéré dans la circulation sanguine 
(Massberg et al. 2007). Pour que les PACs puissent exercer leurs actions pro-angiogéniques, ils 
doivent migrer à proximité des structures vasculaires des régions ischémiques. Les mécanismes 
associés seront discutés au cours des sections suivantes.  
6.2.2. Les activités fonctionnelles des PACs : vue d’ensemble des processus 
impliqués dans le recrutement des PACs aux sites de néovascularisation  
En condition physiologique, le nombre de PACs périphériques est faible et on les 
retrouve en grand nombre dans la moelle osseuse. Suite à une injure de l’endothélium et/ou en 
réponse à une condition d’ischémie, les PACs seront mobilisés à différents sites pour réparer 
l’endothélium ou participer à la néovascularisation. Ce processus implique une série d’étapes 
qui sont illustrées à la figure 28. Suite à divers signaux de mobilisations (facteurs 
angiogéniques, cytokines et hormones produites par les tissus distants), les PACs quiescents 
attachés aux cellules stromales de la moelle osseuse vont se détacher, proliférer et migrer vers 
la circulation. Cette mobilisation initiale est stimulée par une augmentation de la production de 
différents facteurs (FGF, CSF, VEGF et SDF-1) libérés dans la circulation (De Falco et al. 2004; 
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Aicher, Heeschen, et al. 2003). Ces différents facteurs vont aussi induire l’activation d’eNOS et 
augmenter la production de NO. Le NO régule l’activité enzymatique de la MMP-9 qui joue un 
rôle clé dans la libération des PACs de la moelle osseuse. En effet, la MMP-9 favorise la 
mobilisation et la migration des PACs en clivant le kit ligand membranaire (KitL) dans sa forme 
soluble (sKitL). sKitL active le récepteur c-Kit à la surface des PACs stimulant  ainsi leur 
mobilisation (Heissig et al. 2002; Dimmeler et al. 1999). Une fois en circulation, les PACs seront 
recrutées aux sites d’intérêts par différentes molécules chimioattractantes comme le SDF-1 qui 
est sécrété par les tissus ischémiques. Le SDF-1 lie le récepteur CXCR4 des PACs, stimulant 
ainsi leur migration vers les sites ischémiques (Zhao, Qian, et al. 2010). Une fois recrutées aux 
sites ischémiques, les PACs adhèrent aux ECs et migrent au travers de l’endothélium pour 
atteindre les régions de néovascularisation. Une fois intégrés dans les tissus ischémiques, les 
PACs peuvent rarement se différencier en ECs pour former des tubules ou plus souvent sécréter 
des molécules pro-angiogéniques. L’atteinte des sites ischémiques par les PACs implique 
également une invasion de l’espace interstitiel et la dégradation de la MEC par les MMPs 
(Caiado and Dias 2012; Hynes 2009). Les prochaines sections visent à mieux définir les 




Figure 28. Étapes chronologiques de la mobilisation des PACs aux sites de 
néovascularisation. Détails dans le texte. Figure adaptée de : (Balaji et al. 2013) 
 
 
6.2.3. Mécanismes de mobilisation périphérique des PACs : rôle du VEGF et 
du SDF-1 
En condition physiologique les PACs sont en état de quiescence, localisés dans la moelle 
osseuse et formant une niche. Ils sont retenus dans la moelle osseuse par adhésion aux cellules 
stromales via des intégrines (Lapidot, Dar, and Kollet 2005; Lapidot and Petit 2002). Lors d’une 
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condition ischémique, les PACs sont mobilisées vers la circulation périphérique par divers 
mécanismes qui inhibent leur rétention locale. Cette mobilisation est une étape initiale cruciale 
pour leur rôle dans la néovascularisation. Toutefois, les mécanismes précis sont encore mal 
compris. Au cours des dernières années, plusieurs molécules et conditions qui modulent la 
mobilisation des PACs ont été identifiées (figure 28 et 29). Les différentes études suggèrent 
que les deux principaux facteurs stimulant la mobilisation des PACs sont le VEGF et le SDF-1 
(Herrmann, Verrier, and Alini 2015). L’importance du VEGF dans la mobilisation des PACs a 
été confirmée dans plusieurs études animales et humaines. Par exemple, il a été démontré que 
le VEGF augmente significativement la mobilisation et le nombre de PACs dans la circulation 
périphérique, améliorant ainsi la néovascularisation (Asahara, Takahashi, et al. 1999). 
Également, le VEGF stimule l’expression du G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) 
qui est impliqué dans la libération des PACs de la moelle osseuse (Bautz et al. 2000; Powell et 
al. 2005). Une autre fonction importante du VEGF est médiée par son interaction avec son 
récepteur VEGFR2 qui est présent sur les PACs. L’activation du VEGFR2 stimule la voie de 
signalisation PI3K/AKT/eNOS et entraine la production de NO (Cheng, Jiang, et al. 2013). 
Comme il a été décrit à la section précédente, le NO permet l’activation de la MMP-9 favorisant 
ainsi le relargage de sKitL et stimulant la mobilisation des PACs (Tilling, Chowienczyk, and 
Clapp 2009). Le SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) joue également un rôle clé dans la 
régulation de la mobilisation des PACs. En plus d’induire leur libération de la moelle osseuse, 
le SDF-1 stimule l’adhésion et la migration des PACs vers les sites ischémiques. L’expression 
du SDF-1 est augmentée en condition d’ischémie et lors de l’inflammation (Ceradini et al. 2004; 
Tilling, Chowienczyk, and Clapp 2009). L’interaction du SDF-1 au récepteur CXCR4, présent 
à la surface des PACs, active des cascades de signalisations intracellulaires impliquées dans la 
mobilisation, le recrutement et l’intégration des PACs aux sites ischémiques (Askari et al. 2003; 
Tilling, Chowienczyk, and Clapp 2009). Le mécanisme de mobilisation NO/MMP-9/KitL 






Figure 29. La mobilisation des PACs. Différents facteurs vont affecter positivement 
(rectangle blanc) ou négativement (rectangle gris) la mobilisation des PACs (image de 
gauche). Principal mécanisme permettant la libération des PACs de la moelle osseuse 
(image de droite). Les PACs sont retenues dans la moelle osseuse aux cellules stromal 
par des intégrines. Le NO stimule la libération des PACs dans un mécanisme dépendant 
de la MMP-9 qui agit en clivant le KitL membranaire (mKitL) à la surface des PACs 
générant ensuite le KitL soluble (sKitL). Le sKitL active ensuite le récepteur c-Kit à la 
surface des PACs stimulant leurs mobilisations. Figure adaptée de : (Li et al. 2012; 
Werner and Nickenig 2006) 
 
6.2.4. Recrutement des PACs aux tissus ischémiques : migration, adhésion et 
invasion 
Les PACs mobilisées en circulation devront être recrutées, puis migrer et adhérer aux 
structures vasculaires afin de contribuer à la néovascularisation. L’attraction et la migration des 
PACs sont principalement médiées par des chiomiokines. Ces petites molécules agissent en 
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créant des gradients de concentration élevés dans les zones ischémiques, permettant ainsi 
l’attraction des PACs à des endroits spécifiques. Les chimiokines sont une famille de cytokines 
capable d’attirer des cellules vers des sites précis. Le SDF-1 est la plus puissante chimiokine 
impliquée dans la migration des PACs. En effet, la formation d’un gradient de concentration 
élevé de SDF-1 en périphérie des sites ischémiques permet aux PACs de migrer vers ces sites 
(Ceradini et al. 2004). Le récepteur CXCR4 est le récepteur prédominant du SDF-1 et est 
exprimé sélectivement par les ECs et les PACs (Gupta et al. 1998; Ceradini et al. 2004). 
Plusieurs études ont démontré que le niveau de SDF-1 est augmenté dans les tissus ischémiques, 
agissant ainsi comme un signal de recrutement pour les PACs  (Lapidot 2001; Kucia et al. 2005; 
Peplow 2014). Une autre fonction importante du SDF-1 dans la migration des PACs est 
l’activation de la voie PI3K/AKT/eNOS et la génération du NO (Zheng et al. 2007). Également, 
d’autres molécules comme l’IL-6, le MCP-1 et les facteurs de croissance VEGF et G-CSF 
stimulent la migration des PACs vers les sites ischémiques (Rennert et al. 2012; Fan et al. 2008). 
 
Une fois arrivées aux régions ischémiques, les PACs doivent adhérer et pénétrer la 
monocouche endothéliale. Le processus implique un roulement des PACs sur l’endothélium, 
leurs adhésions et une transmigration à travers l’endothélium pour atteindre le tissu ischémique. 
Le roulement des PACs est assuré par des sélectines (E-sélectine et P-sélectines) exprimées à la 
surface des ECs. Les sélectines forment des liaisons de faible affinité avec le PSGL-1 (P-selectin 
glycoprotein ligan-1) présent sur les PACs (Nishiwaki et al. 2007; Oh et al. 2007). L’arrêt du 
roulement et l’adhésion ferme des PACs à l’endothélium seront ensuite médiés par des 
intégrines exprimées par les PACs. Les intégrines vont former des liaisons de forte affinité avec 
des molécules d’adhésions présentent sur la surface des ECs (VCAM-1 et I-CAM-1). Parmi les 
interactions les plus importantes entre les sous-unités d’intégrines et les récepteurs endothéliaux, 
nous retrouvons la sous-unité d’intégrine Beta-2 (b2). La sous-unité b2 est exprimée par les 
PACs et possède une forte affinité pour ICAM-1 exprimée par les ECs. En effet, il a été 
documenté que la b2 favorise l’adhésion des PACs aux ECs lors d’une ischémie via ICAM-1 
(Caiado and Dias 2012). Parmi les autres mécanismes permettant l’adhésion des PACs, nous 
retrouvons l’interaction de l’intégrine alpha-4Beta-1 liant VCAM-1 et la fibronectine de la 
membrane endothéliale (Jin et al. 2006). Une fois adhérées, les PACs vont migrer et pénétrer à 
travers l’endothélium par diapédèse entre les différentes jonctions cellules-cellules ou au travers 
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des ECs (Muller 2015). Les PACs ayant traversé l’endothélium vont migrer dans la MEC 
interstitielle pour atteindre les structures d’injures ou ischémiques. L’invasion des PACs dans 
l’espace interstitiel est médiée par différentes MMPs qui vont décomposer et remodeler les 
composantes de la MEC et de la membrane basale permettant le passage des PACs jusqu’à leurs 
destinations finales (Caiado and Dias 2012). Les principales MMPs impliquées dans l’invasion 
des PACs sont la MMP-9 et la MMP2 (Balaji et al. 2013; Muller 2015). Finalement, les PACs 
arrivées aux sites de névascularisation vont exercer leurs fonctions par incorporation directe des 
néovaisseux (rare) ou plus souvent par actions paracrines (Caiado and Dias 2012).  
6.2.5. Contribution des PACs à la néovascularisation post-ischémique et 
potentiel thérapeutique pour les maladies cardiovasculaires 
Les ECs matures possèdent une capacité de prolifération limitée et ne peuvent à elles 
seules assurer une néovascularisation de grande envergure en réponse à une ischémie sévère 
(Jujo, Ii, and Losordo 2008). Il est maintenant connu que les PACs participent activement aux 
processus de régénération vasculaire en jouant un rôle de support qui permet à l’organisme de 
faire face à différentes conditions. Suite à une ischémie, les PACs participent principalement de 
façon  indirecte à la néovascularisation (Asahara, Masuda, et al. 1999b; Jujo, Ii, and Losordo 
2008). En effet, les PACs participent à la néovascularisation en sécrétant divers facteurs 
cytoprotecteurs et pro-angiogéniques (Jujo, Ii, and Losordo 2008). De plus, il a été démontré 
que les PACs qui migrent vers les tissus ischémiques n’intègrent pas toujours les structures 
vasculaires et peuvent rester dans l’espace interstitiel et sécréter diverses molécules (VEGF, 
HGF, ANG-1, SDF-1, IGF-1 et le NO) stimulant l’angiogenèse des ECs à proximité (Hoeben 
et al. 2004a; Urbich et al. 2005). Les fonctions des PACs dans la néovascularisation sont 
illustrées à la figure 28. 
 
L’efficacité de divers traitements basés sur l’administration de PACs pour stimuler la 
néovascularisation post-ischémique a été démontrée dans de nombreuses études pré-cliniques. 
En effet, dans divers modèles animaux ischémiques, une transplantation de PACs cultivées ex 
vivo permet d’augmenter significativement la densité capillaire et le débit sanguin dans les tissus 
présentant une néovascularisation insuffisante (Asahara, Kawamoto, and Masuda 2011). 
Collectivement, plusieurs autres études in vivo ont confirmé qu’une approche thérapeutique 
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basée sur l’expansion ex vivo de PACs pré-conditionnées est bénéfique pour stimuler la 
néovascularisation. Par exemple, une administration systémique de PACs stimulées par divers 
agents angiogéniques, permet d’améliorer la néovascularisation et la régénération des tissus 
ischémiques cardiaques, cérébraux et des membres inférieurs (Asahara, Kawamoto, and Masuda 
2011). Historiquement, la première transplantation de PACs dans un contexte de 
néovascularisation a été reportée au début des années 2000 par Kalka et ses collègues. Le groupe 
a transplanté des PACs provenant de la moelle osseuse humaine chez la souris avec une 
ischémique de la patte. Les résultats obtenus suggéraient pour la première fois que 
l’administration exogène de PACs pouvait améliorer la néovascularisation post-ischémique 
(Kalka et al. 2000). Plusieurs essais cliniques tentent maintenant d’évaluer les effets 
thérapeutiques des PACs observés chez l’animal, mais aussi par la par transplantation 
systémique et locale chez l’humain de différents sous-types de cellules ayant des actions 
bénéfiques sur la réparation tissulaires. Avant 2012, une douzaine d’études cliniques impliquant 
une transplantation de divers sous-types de PACs (différents marqueurs cellulaires associés aux 
PACs) dérivées de la moelle osseuse chez des patients atteints de diverses pathologies 
cardiovasculaires avaient été publiées (Caiado and Dias 2012). Collectivement, ces différentes 
études ont démontré des effets bénéfiques. Par exemple, une étude de 121 patients présentant 
une ischémie cardiaque chronique a démontré de bons résultats. En effet, une réduction de 
différents marqueurs plasmatiques associés à l’insuffisance cardiaque et une réduction de la 
mortalité globale a été observée chez les patients transplantés avec des PACs injectées de façon 
intracoronarienne (Assmus et al. 2007). D’autres études chez des patients atteints d’infarctus du 
myocarde ont démontré des effets bénéfiques par l’utilisation de PACs. Dans l’ensemble, une 
diminution de la taille de l’infarctus et une augmentation de la fraction d’éjection du ventricule 
gauche ont été observées (Schachinger et al. 2004; Katritsis et al. 2005; Erbs et al. 2005). 
Également, une étude de 167 patients atteints d’angine réfractaire a démontré qu’une injection 
intracardiaque de cellules circulantes CD34 positif augmente la tolérance des patients à 
l’exercice (Losordo et al. 2011). Finalement, une injection intramusculaire de cellules 
circulantes CD34 et CD133 positif augmente la perfusion aux tissus ischémique chez des 
patients présentant une ischémie critique des membres inférieurs (Lara-Hernandez et al. 2010). 
Malgré ces succès, les études sur l’application thérapeutique des PACs comportent certaines 
limitations causées par plusieurs facteurs hétérogènes (absence de contrôle approprié, sous-
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types variées de PACs, voie de livraison utilisée, dose, fréquence et biodistribution). Toutes ces 
variables rendent difficiles les comparaisons entre les différentes études (Napoli et al. 2011). 
Par contre, les différentes études suggèrent que l’injection locale intramusculaire est 
potentiellement supérieure à l’injection systémique. En effet, une meilleure biodistribution et 
un taux de survie supérieur des PACs ont été observés (Muller-Ehmsen et al. 2006; Aicher, 
Brenner, et al. 2003). Finalement, l’historique médical des patients est une variable importante 
associée à la limitation du succès de transplantation autologue de PACs. En fait, la plupart des 
patients ayant recours à ce type de transplantation sont des patients présentant des facteurs de 
risques cardiovasculaires (vieillissement, diabète, hypercholestérolémie et tabagisme) qui 
pourraient inhiber l’activité fonctionnelle des PACs (Asahara, Kawamoto, and Masuda 2011). 
Dans cette optique, le préconditionnement de PACs ex vivo afin de stimuler leur nombre et leur 
activité fonctionnelle devient un axe de recherche prometteur Collectivement, malgré les 
résultats bénéfiques obtenus par la thérapie cellulaire sur la néovascularisation, les effets 
cliniques et les mécanismes associés à la thérapie par les PACs n’est pas encore totalement clairs 
et requiert une poursuite de la recherche avec des essaies cliniques contrôlées de grande 
envergure.   
6.3. L’artériogenèse  
L’artériogenèse réfère à la croissance, à l’élargissement et au remodelage des artérioles 
collatérales préexistantes en artères collatérales fonctionnelles. Il s’agit d’un processus 
compensatoire permettant de maintenir le flot sanguin des tissus face à une sténose ou à une 
occlusion artérielle (Schaper and Buschmann 1999). L’artériogenèse est un processus distinct 
de l’angiogenèse et implique des mécanismes et facteurs artériogéniques différents (figure 30). 
Les artérioles préexistantes impliquées dans la formation d’artères collatérales sont en majorité 
localisées au niveau coronaire et périphérique (membres inférieures) (Carmeliet 2000). 
Historiquement, ce n’est qu’en 1971 qu’il a été démontré que les artérioles collatérales 
préexistantes pouvaient se développer en collatérales artérielles de large calibre dans un 
mécanisme indépendant d’une simple vasodilatation (Schaper, De Brabander, and Lewi 1971). 
Par la suite, plusieurs études ont rapporté demontré l’importance vitale de la croissance d’artères 
collatérales suite à l’infarctus du myocarde, confirmant leurs rôles protecteurs dans la survie des 





Figure 30. Mécanismes de l’artériogenèse. Phases et processus impliqués dans 
l’artériogenèse en réponse à une occlusion artérielle (figure de gauche) et principales 
différences avec l’angiogenèse (figure de droite). Figure adaptée de : (Buschmann and 
Schaper 1999; Meisner and Price 2010) 
6.3.1. Rôle des forces mécaniques et des monocytes dans l’artériogenèse  
Contrairement à l’angiogenèse, l’hypoxie n’est pas le facteur stimulateur clé pour 
l’artériogenèse. En effet, il est connu que les artères collatérales peuvent se développer dans des 
régions non ischémiques (Ito et al. 1997). Ce phénomène peut être observé chez les patients 
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avec des pathologies des artères périphériques dont les artères collatérales sont retrouvées loin 
des territoires ischémiques (Ito et al. 1997). L’artériogenèse est stimulée mécaniquement par 
des forces de cisaillement (shear stress). Plusieurs études ont confirmé une augmentation du 
diamètre artériel suite à une élévation du shear stress de la paroi permettant un équilibre des 
forces mécaniques appliquées (Zarins et al. 1987; Kamiya and Togawa 1980). Aussi, la 
formation d’artères collatérales est causée par la baisse de pression artérielle en aval d’une 
sténose ou d’une occlusion. Cela a pour conséquence d’induire une redistribution du flot sanguin 
et d’augmenter la pression dans les artérioles préexistantes favorisant la croissance collatérale 
(Schaper and Pasyk 1976). Parmi les mécanismes, une activation marquée de l’endothélium par 
le shear stress menant à l’expression de récepteurs endothéliaux impliqués dans l’adhésion de 
monocytes est observée (Resnick and Gimbrone 1995; Gimbrone, Nagel, and Topper 1997). 
Parmi les différents facteurs impliqués, le MCP-1 joue un rôle clé dans l’artériogénèse. Il permet 
l’attraction et l’adhésion des monocytes et leur transformation en macrophages par le GM-CSF, 
ce qui est une étape nécessaire dans l’artériogenèse(Schirmer et al. 2004; Buschmann et al. 
2001). En effet, les macrophages vont sécréter de multiples cytokines et facteurs de croissance 
impliqués dans le processus artériogénique (figure 6.14). Parmi les autres facteurs, le TNF-α 
promeut l’environnement inflammatoire local permettant aux vaisseaux collatéraux de se 
développer. Le b-FGF agit comme agent mitogène pour les ECs et les SMCs. Les MMPs 
permettent le remodelage de la structure de l’artère créant un espace pour l’expansion collatérale 
(Arras, Strasser, et al. 1998; Arras, Ito, et al. 1998). Collectivement, les différentes études 
suggèrent que le MCP-1 et le GM-CSF sont les 2 facteurs les plus importants pour 
l’artériogenèse et que leurs effets seraient synergiques. Par exemple, il a été documenté dans un 
modèle de souris de ligature fémorale que l’administration d’une combinaison de MCP-1 et 
GM-CSF augmente de 40 % la récupération du flot sanguin après une semaine seulement (van 
Royen et al. 2001). 
6.3.2. Changement morphologique observé durant l’artériogenèse 
Lors de l’artériogenèse, plusieurs changements morphologiques sont observés. Un des 
premiers changements est l’activation des ECs par le shear stress en réponse à une occlusion 
artérielle. L’endothélium activé va acquérir un phénotype caractérisé par une augmentation du 
nombre de mitochondries et une perte du contrôle de son volume menant à son expansion. Nous 
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observons également une dégradation de la limitante élastique interne facilitant le trafic des 
monocytes et SMCs dans la paroi vasculaire (Scholz et al. 2000). Un nombre élevé de divisions 
mitotiques des ECs et des SMCs est observé. Les différentes études suggèrent que le taux 
d’expansion des artères collatérales nouvellement formées est variable selon l’emplacement et 
l’espèce animale. Par exemple, ce taux d’expansion peut être jusqu’à 20 fois chez les modèles 
canins, 10 fois chez le lapin et 2 fois chez la souris (van Royen et al. 2001).  
6.4. Influence des facteurs de risques cardiovasculaires sur la 
néovascularisation  
En condition d’ischémie, la sévérité des dommages aux tissus dépend grandement de la 
capacité physiologique des individus à former de nouveaux vaisseaux. Il est maintenant connu 
que cette capacité de néovascularisation est diminuée par plusieurs phénotypes pathologiques 
liés au développement de l’athérosclérose, comme le stress oxydant, l’inflammation soutenue et 
la dysfonction endothéliale (Lin et al. 2013; Cai and Harrison 2000b; Silvestre, Smadja, and 
Levy 2013). Toutefois. Les mécanismes moléculaires liant le stress oxydant et l’inflammation 
dans l’inhibition de la néovascularisation demeurent encore mal compris (Lam 2016; Lin et al. 
2013). Ces deux phénotypes sont communs aux différents facteurs de risques cardiovasculaires 
incluant le tabagisme, l’hypercholestérolémie, l’hypertension et le vieillissement (Willerson and 
Ridker 2004a; Mansego et al. 2011; Fandos et al. 2009; Reverri et al. 2014). Récemment, 
plusieurs études ont démontré dans des modèles animaux que les facteurs de risques 
cardiovasculaires causent une défaillance de néovascularisation suite à l’ischémie. Parmi les 
mécanismes proposés, les différentes études suggèrent que l’augmentation du stress oxydant 
serait associée à une diminution de la production de facteurs angiogéniques importants (ex. 
VEGF, NO), mais aussi à une réduction du nombre et de l’activité fonctionnelle des PACs 
(Desjarlais et al. 2017a; Dhahri et al. 2017; Michaud et al. 2003; Rivard et al. 1999; Lefevre et 
al. 2007; Turgeon et al. 2012; Groleau et al. 2011). Globalement, les facteurs de risques 
cardiovasculaires moduleraient différentes voies de signalisations intracellulaires impliquées 
dans l’angiogenèse et la vasculogenèse (Silvestre, Smadja, and Levy 2013). Toutefois, les 
mécanismes moléculaires précis sont mal connus. Les sections suivantes visent à mieux définir 
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les évidences cliniques et pré-cliniques démontrant les effets délétères de 
l’hypercholestérolémie et du stress oxydant sur la néovascularisation.  
 
6.4.1. Effet délétère de l’hypercholestérolémie et du stress oxydant sur la 
néovascularisation  
Au cours des dernières années, notre laboratoire a démontré dans un modèle murin 
d’ischémique de la patte que l’hypercholestérolémie diminue la néovascularisation (Haddad et 
al. 2011; Desjarlais et al. 2017a; Lefevre et al. 2007). Ces études ont démontré que la défaillance 
de néovascularisation est associée à une diminution de la densité capillaire, à une augmentation 
du stress oxydant, à une diminution du nombre et de l’activité angiogénique des PACs. De plus, 
in vitro, les ECs exposées à l’oxLDL présentent une capacité angiogénique réduite causée en 
partie par une augmentation du stress oxydant. D’un point de vue moléculaire, 
l’hypercholestérolémie et les oxLDL inhibent l’expression d’importants facteurs angiogéniques 
comme le VEGF et l’eNOS diminuant la capacité de migration, de survie et la formation de 
tubule des ECs. D’autre part, l’inhibition d’eNOS diminue la biodisponibilité du NO, un 
important médiateur impliqué dans la mobilisation des PACs vers les sites ischémiques. 
L’importance du stress oxydant dans le mécanisme délétère de l’hypercholestérolémie sur la 
néovascularisation a aussi été documentée dans nos études. En effet, les souris 
hypercholestérolémiques KO pour le gène NOX2, un générateur important de ROS, ont montré 
une meilleure récupération de leur capacité de néovascularisation (Haddad et al. 2011). Nos 
études ont également démontré qu’une consommation de substance antioxydante (vin rouge, 
vitamines ou probucol) permet d’améliorer la néovascularisation dans une condition de stress 
oxydant élevé (Turgeon et al. 2010; Lefevre et al. 2007).  
 
D’autres études animales ont aussi confirmé que l’hypercholestérolémie inhibe la 
néovascularisation dans différentes pathologies (Sasaki et al. 2003; Jang et al. 2000; Boodhwani 
et al. 2006). L’impact de l’hypercholestérolémie sur l’angiogenèse est également observé chez 
patients hypercholestérolémiques atteints d’un cancer qui présentent une réduction des facteurs 
de croissance bFGF et VEGF (Ozdemir, Akcali, and Haberal 2004). Également, 
l’hypercholestérolémie et les oxLDL sont des conditions liées à la dysfonction des ECs et à la 
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diminution de leur capacité angiogénique (Chen et al. 1997; Pirillo, Norata, and Catapano 
2013a; Henry, Cabello, and Chen 1995). De façon importante, d’autres études ont démontré que 
les oxLDL diminuent l’expression du VEGFR2 et inhibent la signalisation VEGFR2-
dépendante (Zhang and Jiang 2016). Le VEGFR2 est le récepteur le plus important dans 
l’angiogenèse puisqu’il est impliqué dans tous les processus angiogéniques clés (prolifération, 
migration, survie, formation de tube, etc.) (Shibuya 2011). Il est aussi documenté que 
l’hypercholestérolémie affecte le nombre et l’activité fonctionnelle des PACs qui participent à 
la néovascularisation postnatale (Aragona et al. 2016; Ivanova et al. 2010; Chen et al. 2004). 
Chez l’humain, les cellules VEGFR2/CD34 positives isolées du sang de patient 
hypercholestérolémique ont une capacité de prolifération et de migration défaillante in vitro 
(Chen et al. 2004). Il est important de mentionner que le même phénomène est observé chez les 
patients présentant d’autres facteurs de risques cardiovasculaires comme le tabagisme, l’âge, 
l’hypertension et le diabète (Aragona et al. 2016). Des résultats similaires ont été obtenus in 
vitro par la culture de PACs exposé à l’oxLDL. En effet, l’oxLDL induit la dysfonction des 
PACs par une augmentation de stress oxydant. Cette défaillance est caractérisée par une 
augmentation de leur sénescence, de l’apoptose et de leur capacité à participer aux processus de 
néovascularisation et de réparation post-ischémique (Huang, Chen, and Lin 2014a; Aragona et 
al. 2016). Les oxLDL réduisent aussi la production par les PACs de NO, un facteur qui est 
important pour la survie, la migration et la prolifération des ECs (Ma et al. 2006). L’importance 
de l’hypercholestérolémie comme modulateur de la néovascularisation a aussi été confirmée par 
l’utilisation de divers agents hypocholestérolémiants. Par exemple, une étude a démontré que la 
modulation du taux de LDL cholestérol chez des patients hypercholestérolémiques était 
directement corrélée au nombre de PACs circulants. De façon intéressante, les patients traités à 
la rosuvastatines ont démontré une augmentation de 72 % des PACs circulants (Pirro et al. 
2009). Une thérapie aux statines in vivo permet de diminuer le stress oxydant et l’inflammation, 
d’augmenter la production de NO et la mobilisation de PACs aux sites ischémiques (Sandhu, 
Mamas, and Butler 2017). Finalement, il a été documenté que l’hypercholestérolémie est 
associée à une diminution de l’artériogenèse et de la croissance d’artères collatérales (de Groot, 
Pasterkamp, and Hoefer 2009; van Weel et al. 2006; Tirziu et al. 2005). La figure 31 résume 





Figure 31. Effets délétères des facteurs de risques de l’athérosclérose sur la 
néovascularisation post-ischémique. Figure adaptée de : (Silvestre, Smadja, and Levy 
2013) 
6.4.2. Double influence de l’inflammation sur la néovascularisation   
Au cours des chapitres précédents, il a été démontré que l’inflammation est une 
composante pathologique importante impliquée dans le développement de la dysfonction 
endothéliale, de l’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires en général. L’inflammation 
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est une caractéristique commune aux différents facteurs de risques cardiovasculaires (Roifman 
et al. 2011; Libby 2012; Steyers and Miller 2014). Par contre, tout comme le stress oxydant, 
l’inflammation à un niveau physiologique contribue à la néovascularisation de différentes 
façons. Par exemple, suite à l’hypoxie, HIF1a induit la synthèse de différents médiateurs 
inflammatoires permettant de recruter des cellules immunes (monocytes, macrophages, 
lymphocytes T et neutrophiles) aux sites ischémiques. Ces différentes cellules vont sécréter à 
leur tour de multiples facteurs pro- ou anti-angiogéniques qui vont agir sur la fonction 
angiogénique des ECs. Par exemple, ces facteurs vont stimuler ou inhiber la prolifération et la 
migration des ECs, mais aussi influencer la mobilisation des PACs aux sites ischémiques. 
L’inflammation et l’angiogenèse sont souvent associées dans un processus complexe et leur 
action sur l’environnement local dépendent d’une balance entre les régulateurs positifs et les 
régulateurs négatifs (Naldini and Carraro 2005; Silvestre et al. 2008). À titre d’exemple, il existe 
une grande hétérogénéité des différents sous-types de macrophage (M1 vs M2), de neutrophiles 
(N1 vs N2) et d’autres cellules inflammatoires ayant des fonctions inverses sur l’angiogenèse. 
L’inflammation peut donc moduler positivement et/ou négativement la néovascularisation selon 
le contexte, le sous-type de cellules inflammatoires impliqué et selon l’intensité et la 
prolongation de la réponse inflammatoire (Das et al. 2015; Zajac et al. 2013; Fridlender et al. 
2009). L’hypercholestérolémie est associée à une intensité inflammatoire importante liée à la 
dysfonction des ECs et des PACs, ainsi qu’à l’augmentation du stress oxydant systémique 
(Hong et al. 2015; Issan et al. 2013; Castellon and Bogdanova 2016). De façon intéressante, des 
études ont démontré par des traitements avec différents agents anti-inflammatoires qu’il est 
possible de récupérer l’activité fonctionnelle des PACs et des ECs en présence de facteurs de 
risque cardiovasculaires (Huang et al. 2017; De Toni et al. 2015; Spigoni et al. 2012; Liu, Qi, et 
al. 2013). Par contre, le rôle précis de l’inflammation dans la réponse de néovascularisation post-
ischémique en condition hypercholestérolémique n’est pas bien connu.  
6.4.3. L’activation chronique du système rénine-angiotensine (RAS) est 
associée à une défaillance de néovascularisation : ambiguïté et controverse  
L’activation chronique du système RAS, notamment en condition d’hypertension, forme 
une boucle pathologique liant la dysfonction endothéliale, l’inflammation et le stress oxydant 
(Volpe et al. 2002). L’hypercholestérolémie, le diabète et le tabagisme sont également 
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directement associés à une augmentation de l’activité du système RAS, et également de façon 
indirecte étant eux-mêmes souvent liés à l’hypertension (Delgado et al. 2016; Peti-Peterdi, 
Kang, and Toma 2008; Daugherty et al. 2008). Comme il a été discuté au chapitre 2, le système 
RAS et en particulier l’Ang2 et l’AT1 contribuent à diverses pathologies cardiovasculaires ainsi 
qu’à la dysfonction endothéliale. En effet, l’AT1 est lié à la vasoconstriction, la production de 
ROS, l’induction de médiateurs inflammatoires et l’athérosclérose (Volpe et al. 2002). 
Également, l’activation chronique du système RAS est associée à une réduction de la 
récupération du débit sanguin suite à une ischémie et à une réduction du nombre et de l’activité 
fonctionnelle des PACs (Imanishi, Hano, and Nishio 2005; Fabre et al. 1999). 
 
 Plusieurs études cliniques ont démontré que l’inhibition pharmacologique du système 
RAS, par des ACEI ou des ARB, est bénéfique sur le système cardiovasculaire. En effet, une 
diminution de la mortalité, des problèmes cardiaques et des évènements ischémiques chez les 
patients atteints de diverses pathologies cardiovasculaires (hypertension sévère, ischémie des 
membres inférieurs, infarctus du myocarde, insuffisance cardiaque, etc.) est observée (Volpe et 
al. 2002). Chez l’animal, les différentes études suggèrent que l’utilisation d’antagonistes du 
système RAS augmente la biodisponibilité du NO, diminue l’inflammation et le stress oxydant 
et améliore la fonction endothéliale (Husain et al. 2015; Matsumoto et al. 2014). Le rôle 
potentiel des ACEI et des ARB sur la modulation de la néovascularisation post-ischémique dans 
un contexte d’occlusion artérielle est controversé. Par exemple, des études ont démontré que 
l’utilisation d’ACEI améliore la néovascularisation post-ischémique et favorise la mobilisation 
de PACs (Sun et al. 2016; Sun et al. 2013; Fabre et al. 1999). D’autres études ont rapporté des 
résultats conflictuels sur l’angiogenèse montrant des effets pro- et anti-angiogéniques (Willis et 
al. 2011b). Au niveau clinique, l’efficacité des différents antagonistes du système RAS pour 
améliorer la fonction endothéliale reste très variable selon les études et en fonction des différents 
agents utilisés (Ruilope, Redón, and Schmieder 2007; Radenković et al. 2016). Une des raisons 
expliquant leur efficacité mitigée semble liée à la l’augmentation des niveaux plasmatiques de 
prorénine par un mécanisme de rétrocontrôle (Ma et al. 2010b). Récemment, il a été documenté 
que l’aliskiren, le seul inhibiteur direct de la rénine utilisé en clinique, permet de contrer ce 
problème. En effet, en plus d’inhiber à long terme l’activité de la rénine plasmatique, l’aliskiren 
inhibe la formation d’Ang2 (Pacurari et al. 2014). De plus, l’aliskiren possède des propriétés 
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bénéfiques similaires ou supérieures aux ARB et aux ACEI sur la fonction endothéliale, le stress 
oxydant, l’inflammation et l’athérosclérose (Imanishi et al. 2008; Lu, Rateri, Feldman, 
Charnigo, et al. 2008; Pacurari et al. 2014). Toutefois, l’impact de l’inhibition directe de la 
rénine par l’aliskiren sur la néovascularisation dans un contexte d’occlusion vasculaire et 
d’ischémie tissulaire est inconnu. 
6.5. Efficacité des stratégies thérapeutiques de néovascularisation : 
études cliniques et animales  
Lorsque l’athérosclérose est trop diffuse et que les interventions de revascularisation ne 
sont plus envisageables, la néovascularisation thérapeutique pourrait devenir une option 
intéressante. De nombreuses études chez l’animal ont démontré avec succès qu’il est possible 
de stimuler à la fois l’angiogenèse, la vasculogenèse et l’artériogenèse par diverses approches 
de biologie moléculaire. Ces différentes stratégies incluent l’utilisation de facteurs de 
croissance, la thérapie génique et cellulaire, ainsi que diverses approches pharmacologiques. 
D’un point de vue clinique, plusieurs essais ont offert des résultats prometteurs dans le 
traitement de diverses pathologies ischémiques par l’angiogenèse thérapeutique (Ng and 
D'Amore 2001b). L’objectif de la thérapie angiogénique est non seulement de stimuler la 
formation de vaisseaux sanguins, mais aussi de le faire en évitant les effets secondaires 
potentiels. Parmi les essais cliniques qui sont les plus documentés, nous retrouvons l’utilisation 
de facteurs de croissance comme le VEGF et le FGF sous plusieurs formes. L’administration de 
facteurs de croissance peut être effectuée sous forme de protéine ou par des vecteurs géniques 
codants pour la protéine. La thérapie cellulaire est également bien documentée au niveau 
clinique. Elle consiste à injecter de façon locale ou systémique différents types de cellules (ex. 
EPCs et PACs) préconditionnées ou non. Dans les deux cas, le but est d’induire une réponse 
angiogénique au niveau des tissus ischémiques par la libération de signaux paracrins. 
L’administration de cellules et de gènes codants est complexe et nécessite une libération 
contrôlée, une dose adéquate et un signal biologique maintenu au niveau temporel et spatial. 
Dans une situation idéale, les systèmes de libérations doivent permettre une biodistribution 
progressive dans le temps (jours/semaines) et aussi cibler des tissus et/ou cellules spécifiques. 
Plusieurs études sont en cours afin d’optimiser ces aspects thérapeutiques. Par exemple, des 
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études se concentrent sur l’optimisation de différents vecteurs polymères biodégradables, 
capables de contrôler la libération sur de longues périodes tout en évitant de causer de 
l’inflammation. Un des principaux problèmes au niveau de l’efficacité de la thérapie 
angiogénique est lié à l’utilisation d’un seul facteur angiogénique pour stimuler et maintenir la 
réponse dans le temps. En effet, il est difficile d’obtenir à la fois une stimulation maximale 
angiogénique et de la maintenir sans excès. En effet, la néovascularisation nécessite plusieurs 
facteurs angiogéniques clés agissant sur des étapes précises de l’angiogenèse. Toutes ces étapes 
sont importantes dans la formation du vaisseau sanguin fonctionnel et stabilisé. Par exemple, 
l’utilisation de VEGF est efficace pour stimuler l’angiogenèse jusqu’à la formation de tubule, 
mais ces nouveaux tubules doivent ensuite être stabilisés sinon ils régressent en absence de 
PDGF. Dans cette optique, l’utilisation de stratégie combinant plusieurs facteurs angiogéniques 
maximise le potentiel thérapeutique (Deveza, Choi, and Yang 2012; Zachary and Morgan 2011; 
Silvestre, Smadja, and Levy 2013; Ng and D'Amore 2001b). Récemment, la découverte des 
micro-ARNs (miRs) a révolutionné la compréhension des mécanismes de régulation des 
processus biologiques physiologiques et pathologiques. Les miRs sont des ARNs non codants 
qui peuvent cibler de multiples gènes simultanément, réguler leur expression et ainsi moduler 
plusieurs processus biologiques (ex. : croissance, prolifération, migration, survie, apoptose, 
différenciation, etc..). De pars leurs fonctions, les miRs représente donc de nouvelles cibles 
thérapeutiques prometteuse fessant l’objet de plusieurs études actuellement. Leurs rôles sera 
discuté au chapitre suivant.  
 
6.6. Résumé de chapitre 
Dans ce chapitre, il a été démontré que la néovascularisation chez l’adulte est médiée 
par 3 processus distincts et complémentaires : l’angiogenèse, la vasculogenèse et 
l’artériogenèse. Ces trois processus agissent de concert afin d’établir la formation d’un nouveau 
réseau vasculaire fonctionnel. Il a aussi été démontré que la formation de nouveaux vaisseaux 
capillaires est le résultat de l’angiogenèse, de la vasculogenèse et la contribution des PACs. Le 
principal stimulus de la néovascularisation est l’hypoxie. D’autre part, l’artériogenèse est induite 
par le «shear stress» causé par une occlusion artérielle et permet l’élargissement des artères et/ou 
la croissance d’artères collatérales. D’un point de vue moléculaire, l’angiogenèse est régulée par 
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un équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques exerçant différents effets sur les ECs. 
Les différents facteurs angiogéniques agissent en activant des récepteurs endothéliaux impliqués 
dans plusieurs voies de signalisations associées aux différentes étapes du processus 
angiogénique. La néovascularisation postnatale implique la mobilisation et le recrutement de 
PACs aux sites ischémiques pouvant stimuler l’angiogenèse par leurs actions paracrines. Il a 
aussi été démontré que suite à une occlusion artérielle, la sévérité des dommages ischémique 
dépend de la capacité de néovascularisation de l’organisme et que cette capacité est diminuée 
par les facteurs de risques de l’athérosclérose. Collectivement, ces différents facteurs ont en 
commun de créer un environnement pro-inflammatoire et pro-oxydant causant la dysfonction 
des ECs, mais aussi des PACs. De façon intéressante, il a été démontré qu’il est possible de 
récupérer la capacité de néovascularisation en traitant les facteurs de risques par différents 
agents pharmacologiques (hypocholestérolémiants, hypotenseurs, agents antioxydants et anti-
inflammatoires, etc.). Également, plusieurs essais cliniques ont démontré qu’il est possible de 
stimuler la néovascularisation par diverses approches thérapeutiques incluant l’administration 
de facteurs de croissance et par la thérapie cellulaire. Le chapitre suivant discutera du rôle 

















Chapitre 7. Les microARNs 
7.1. Généralité 
Les microARNs (miR ou miRNA) sont de petits ARNs simple brin non codant, de 20 à 
22 nucléotides de long, capables de réguler négativement l’expression de plus de 60 % des 
gènes. Ils agissent en dégradant l’ARNm cible ou en inhibant sa traduction (Almeida, Reis, and 
Calin 2011). De par leurs fonctions régulatrices, ils sont impliqués dans tous les processus 
biologiques incluant le développement, la croissance, le métabolisme, la survie, l’apoptose, la 
réparation tissulaire, l’angiogenèse et l’inflammation (Ardekani and Naeini 2010; Gunaratne et 
al. 2010). Au cours de la dernière décennie, l’avancée des techniques de génomique et de bio-
informatique a révolutionné la compréhension des miRs. En effet, leurs biogenèses, leurs 
mécanismes d’action et leurs rôles comme régulateurs de l’expression génique a fait l’objet de 
nombreuses études (Giza, Vasilescu, and Calin 2014). Historiquement, le premier miR a été 
découvert en 1993 par le groupe d’Ambros et impliquait l’identification du miR lin-4 dans un 
modèle de C.elegans (Almeida, Reis, and Calin 2011). Toutefois, ce n’est qu’une décennie plus 
tard que les rôles physiologiques et pathologiques des miRs furent investigués. En 2010, environ 
2200 miRs chez le mammifère et plus de 1000 miRs chez l’humain ont été identifiés (Ardekani 
and Naeini 2010). Toutefois, l’identification de nouveau miRs semblent en constante évolution 
car en 2015, aproximativement 2500 miRs sont identifier chez l’humain (Friedländer et al. 
2014). Il est maintenant admis que la modulation de l’expression des miRs par l’épigénétique 
joue un rôle important dans de multiples processus pathologiques (cancers, maladies 
cardiovasculaires, diabète, désordres cognitifs et infections virales). La compréhension du rôle 
des miRs dans les mécanismes pathologiques est présentement l’objet de multiples études. Les 
miRs représentent donc un intérêt potentiel en tant que nouveau biomarqueur et comme 
nouvelles stratégies thérapeutiques (Giza, Vasilescu, and Calin 2014). Avant d’aborder la 
biogenèse et les fonctions des miRs dans les diverses pathologies humaines, la section suivante 
vise à décrire les différents types d’ARNs non codant. 
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7.2. Les ARNs non codants : historique, différence et importance 
Par définition les ARNs non codants (ARNnc), également connus sous le nom d’ARN 
non-messager (ARNnm), sont une classe d’ARN provenant de la transcription qui n’est pas 
traduite en protéine par les ribosomes. Initialement considérés comme de l’ARN poubelle sans 
fonctions biologiques, il est maintenant reconnu que les ARNnc jouent un rôle clé dans la 
régulation des processus biologiques. En effet, les études scientifiques se sont longtemps 
concentrées sur la partie codante de l’ARN qui ne représente que 1 % du génome vs. 99 % pour 
les ARNnc (Yan and Wang 2012). Historiquement, c’est dans les années 1990 que les premiers 
ARNnc ont été découverts. Le premier ARNnc identifié est le H19. Il fut décrit de façon 
simpliste comme un ARN différent d’un ARN messager  et provenant d’un gène inhabituel 
(Brannan et al. 1990). Par la suite, les progrès technologiques ont permis l’émergence et la 
découverte de centaines d’ARNnc au moyen des données recueillies lors du projet de 
séquençage humain. En effet, les techniques modernes de séquençage d’ARN, les micropuces 
et la bio-informatique ont grandement contribué à l’identification de nouveaux ARNnc (Wang, 
Gerstein, and Snyder 2009). Au cours des dernières années, l’analyse de l’expression des 
différents ARNnc a grandement évolué avec le séquençage de deuxième génération (NSG) qui 
permet une analyse plus poussée de l’ARN. Également appelée « whole transcriptome shotgun 
sequencing », cette technologie permet d’identifier le contenu total d’ARN d’un échantillon et 
de déterminer la quantité de chaque séquence représentant un ARN spécifique, connu ou non. 
Cette technologie a l’avantage d’identifier de nouveaux ARNs contrairement à un « micro 
Array » qui est basé sur la complémentarité avec des séquences connues. La technologie NSG 
permet également d’étudier l’épissage alternatif du transcrit, la modification post-
transcriptionnelle et la mutation de gènes (Pareek, Smoczynski, and Tretyn 2011; Wang, 
Gerstein, and Snyder 2009).  
 
Il existe plusieurs types d’ARNnc répartis en deux grandes catégories : les ARNnc 
n’ayant pas de fonctions de régulation (ARN ribosomique, de transfert, intronique et nucléaire) 
et les principaux ARNs régulateurs (siARN, miR et lncARN) (Ling, Fabbri, and Calin 2013). 
Les ARNs régulateurs sont les plus importants dans le contrôle des processus biologiques et 
sont les plus étudiés (Ling, Fabbri, and Calin 2013). La principale fonction des ARNs 
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interférents (siRNA et miR) est de permettre l’extinction de l’expression d’un gène, de façon 
spécifique et sélective par appariement à une séquence complémentaire. Les siARNs et les miRs 
sont de taille similaire (20-25 nucléotides), mais ont une provenance différente. Les siARNs 
qu’on dit « exogènes » ne sont pas codés par le génome de leurs propres cellules contrairement 
aux miRs. En effet, les siARNs sont synthétisés in vitro ou in vivo, à partir de virus ou de 
séquences construites artificiellement par technologie génétique. Ils doivent donc être introduits 
dans la cellule par un vecteur. Les siRNA sont largement utilisés pour permettre l’inactivation 
spécifique d’un gène d’intérêt à étudier (Ling, Fabbri, and Calin 2013; Davis and Hata 2009; 
Ichim et al. 2004). Contrairement aux siARNs, les miRs représentent une classe d’ARNnc 
endogènes codés par leur propre génome et sont retrouvés dans la plupart des organismes 
multicellulaires. Jusqu’à présent, environ 2500 miRs ont été identifiés chez l’humain et certains 
sont conservés d’un point de vue évolutif. Ils sont maintenant reconnus comme des régulateurs 
post-transcriptionnels clés, régulant l’expression de plus de 60 % des gènes. Leur abondance et 
leur implication dans tous les processus cellulaires en font un sujet d’étude grandissant au 
niveau physiopathologique. Au cours de la dernière décennie, la modulation physiologique de 
l’expression des miRs a été associée à de multiples maladies (cancers, maladies 
cardiovasculaires, maladies génétiques et dégénératives) (Bajan and Hutvagner 2014; Giza, 
Vasilescu, and Calin 2014; Almeida, Reis, and Calin 2011). Leur importance pour l’homéostasie 
des systèmes biologiques fait en sorte que la modulation de leurs expressions physiologiques 
peut mener à des modifications phénotypiques majeures.  
 
 La dernière classe d’ARNnc est les ARNnc de longue taille (>200 nucléotides) appelée 
LncRNA (long non-coding RNA). Contrairement aux siARN et aux miRs, les LncRNAs sont 
peu connues, car leurs découvertes est plus récentes. Les LncRNA sont retrouvés en quantité 
plus abondante dans le génome que les petits ARNnc. Par contre, ils sont moins exprimés et 
plus difficilement détectables. Cela explique qu’il y ait moins d’études sur ce type d’ARN. Les 
LncARNs ont initialement été qualifiés de bruit de fond transcriptionnel par les chercheurs. En 
effet, leur identification dépendent à la fois de la haute qualité du transcrit, mais aussi de la 
précision des positions des sites de départ génomiques et de l’épissage des sites transcrits. Les 
variables associées à leur identification les rendent plus difficilement détectables que les petits 
ARNs interférents. De plus, ils possèdent des localisations subcellulaires, des niveaux 
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d’expressions et de stabilité très variés. Finalement, leurs modes de régulation est plus 
complexes que les miRs et les siRNA car ils agissent à la fois comme répresseur et stimulateur 
de l’expression génique (Ulitsky and Bartel 2013; Yan and Wang 2012).  
 
D’un point de vue physiopathologique, les miRs sont les plus intéressants et font donc 
l’objet de nombreuses études sur le développement plusieurs maladies. En effet, la dérégulation 
de leur expression physiologique cause une modulation importante de l’expression de plusieurs 
gènes impliqués dans l’évolution de diverses pathologies humaines (Giza, Vasilescu, and Calin 
2014). Parmi ces différentes pathologies, le rôle des miRs dans le cancer est largement 
documenté et des profils d’expression spécifiques (signature pathologique de miRs) ont été 
corrélés à l’agressivité tumorale (McManus 2003). La modulation de l’expression des miRs est 
aussi observée dans de nombreuses autres pathologies incluant la schizophrénie, le parkinson, 
l’alzheimer, les maladies auto-immunes et les diverses maladies cardiovasculaires 
(athérosclérose, infarctus, ischémie, AVC, etc.) (Giza, Vasilescu, and Calin 2014). 
Globalement, les miRs représentent une nouvelle avenue d’étude pour divers aspects 
thérapeutiques. Par exemple, l’identification de profils spécifiques associés au diagnostic et au 
pronostique, l’utilisation des miRs comme nouveaux biomarqueurs plasmatiques et l’utilisation 
de thérapies basées sur l’administration de miRs représentent des nouveautés prometteuses dans 
le domaine médical (Giza, Vasilescu, and Calin 2014; Ardekani and Naeini 2010). 
 
7.3. Biogenèse et mécanisme d’action des miRs  
Les miRs sont en général décrits comme intergéniques ou introniques selon leur 
localisation génomique (figure 32). Les miRs intergéniques sont transcrits par des unités de 
transcription (TU) indépendantes. Dans le cas des miRs introniques, ils sont transcrits en même 
temps que des gènes hôtes codants généralement pour une protéine (Ramalingam et al. 2014). 
Les miRs synthétisés de façon autonome à partir de leurs propres séquences promotrices 
localisées entre les gènes représentent la forme principale et est appelée la voie de synthèse 
canonique (figure 32). Ils peuvent être transcrits seuls ou en même temps que d’autres miRs 
localisés à proximité, sur un même « cluster » partageant un promoteur commun. La biogenèse 
autonome des miRs par la voie canonique débute par la transcription d’un long transcrit primaire 
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(pri-miR) de taille variable et de structure tige-boucle médiée par l’ARN polymérase 2. Le pri-
miR est ensuite clivé dans le noyau par un complexe RNase (Drosha/DGCR8) pour générer un 
miR précurseur (pre-miR) de 70 nucléotides de long. Le pre-miR est par la suite exporté du 
noyau vers le cytoplasme par l’exportin-5 pour subir un processus enzymatique. Ce deuxième 
clivage est médié par l’enzyme dicer et permet d’éliminer la tige-boucle et de générer un miR 
duplex (double brin) mature de 22 nucléotides. Le brin 5’ est appelé brin guide, alors que le 
brin 3 « est appelé brin passager. Par la suite, un des deux brins sera incorporé au complexe 
effecteur RISK (RNA-induced silencing complex) avec l’aide d’une protéine de la famille des 
Argonautes (Ago2). L’Ago2 facilite aussi la liaison du miR avec le mRNA cible menant à sa 
répression subséquente. Les miRs reconnaissent et lient les mRNAs cibles sur leur région 3’-
UTR par une séquence spécifique de 8 nucléotides localisée sur la région 5’-UTR du miR et 
appelée « seed sequence » (figure 32). Les mécanismes de répression de l’ARNm cible ne sont 
pas complètement définis. Par contre, dans la littérature, il est en général accepté que si 
l’appariement miR/mRNA est parfaitement complémentaire, l’ARNm cible sera dégradé. Dans 
le cas d’un appariement imparfait, la traduction sera inhibée par divers mécanismes. Dans les 
deux cas, l’expression du gène cible sera régulée négativement. Les miRs matures et les pré-
miRs peuvent être localisés dans les cellules ou sécrétés par celle-ci dans la circulation sous 
forme libre ou séquestrée dans des microvésicules (exoxome, corps apoptotique, 
microparticule). Les miRs possèdent en général une centaine de cibles (mRNA) (Bartel 2004; 




Figure 32. Biosynthèse, localisation génique et « seed séquence » des miRs. A, 
biosynthèse des miRs par la voie canonique. Les miRs sont transcrits par une ARN 
polymérase (RNA pol 2 ou 3) sous forme de pri-miR dans le noyau. Le pri-miR subit un 
premier clivage par l’enzyme Drosha pour former un pre-miR qui sera ensuite exporté au 
cytoplasme par l’exportin-5. Le pre-miR subit un deuxième clivage par l’enzyme dicer 
pour former un miR duplex doubles brins d’environ 22 nucléotides. Un des brins sera 
ensuite dégradé (brin passager) alors que l’autre brin (brin guide) va intégrer le complexe 
RISK formant un miR mature capable de réprimer l’expression d’un ARN messager 
(mRNA) cible par dégradation ou inhibition de sa traduction. B, organisation génomique 
des miRs et nomenclature. Les gènes des miRs peuvent être intergenic (seul ou en 
« cluster »), situé sur un intron d’un ARN non codant (intronic) ou sur un gène codant 
pour une protéine (intronic seul ou en « cluster »).  Les mirtrons sont des petites parties 
d’intron de gènes hôtes pouvant coder pour des miRs. C, illustration de la « seed 
sequence » qui représente une séquence d’interaction entre le miR (nucléotides en 
position 2-8 du miR en 5’) et le mRNA cible. Figure adaptée de : (Kapinas and Delany 
2011; Peterson et al. 2014; Winter et al. 2009) 
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7.4. Modulation du profil d’expression des miRs dans les 
pathologies cardiovasculaires 
Dans les pathologies cardiovasculaires, les miRs sont maintenant considérés comme des 
biomarqueurs pouvant potentiellement être utilisés dans un contexte pronostique (Schulte and 
Zeller 2015). Différentes études ont démontré que des miRs spécifiques retrouvés dans 
différents fluides biologiques (sang, urine, salive) ont un profil d’expression altéré dans 
plusieurs pathologies cardiovasculaires (Schulte and Zeller 2015) (figure 33). Ces différentes 
pathologies incluent l’infarctus du myocarde (IM), l’athérosclérose, les pathologies des artères 
coronaires (CAD) et l’insuffisance cardiaque (Nishiguchi, Imanishi, and Akasaka 2015; Schulte 
and Zeller 2015) (figure 7.2). Par exemple, le miR-208 reconnu pour être spécifiquement 
exprimé dans le cœur, est augmenté significativement dans le plasma après un MI ou une 
occlusion des artères coronaires chez le rat. De façon intéressante, l’augmentation dans le temps 
du miR-208 est similaire à celle de la troponine cardiaque (Gidlof et al. 2013; Wang et al. 2010; 
Ji et al. 2009). Les miR-499 et miR-1 sont également documentés comme miRs spécifiques aux 
tissus cardiaques et connus pour être modulés lors d’un MI ou d’une défaillance cardiaque. Il a 
été démontré que l’expression plasmatique du miR-499 est augmentée plus de 80 fois chez les 
patients présentant une défaillance cardiaque aiguë (Olivieri et al. 2013). Chez le rat, 
l’expression du miR-1 est augmentée de plus de 200 fois dans le sérum 6 heures après un IM. 
De plus, le miR-1 est positivement corrélé avec la taille de l’infarctus et les niveaux de créatine 
kinase MB dans le sérum (Cheng et al. 2010). De façon intéressante, l’augmentation du miR-1 
lors d’un MI est aussi confirmée chez l’humain (Ai et al. 2010). Plusieurs miRs circulants ont 
aussi été identifiés comme étant modulés chez l’humain présentant des pathologies des artères 
coronaires (CAD). Par exemple, le groupe de Ficthtlscherer et ses collègues ont trouvé des 
profils d’expression spécifique de certains miRs chez les patients CAD. En effet, ils ont observé 
que les miRs significativement diminués étaient en général des miRs fortement exprimés dans 
les ECs (miR-126,-92a,-17), les SMC (miR-145) ou dans des cellules inflammatoires (miR-155) 
(Fichtlscherer et al. 2010). De façon intéressante, ces types cellulaires sont tous impliqués dans 
l’athérosclérose. D’un point de vue thérapeutique, plusieurs études ont investigué l’aspect 
protecteur d’un traitement visant à moduler l’expression de différents miRs dans des modèles 
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animaux de MI. Par exemple, des études ont démontré que la surexpression du miR-1 et du miR-
21 administrés de façon systémique ou intracardiaque permet de diminuer la taille de l’infarctus 
chez la souris et le rat (Dong et al. 2009; Huang et al. 2013). Inversement, d’autres études ont 
démontré que l’inhibition de miRs spécifiques permet d’obtenir des effets bénéfiques similaires. 
Par exemple, dans un modèle de souris de IM, une administration systémique d’anti-miR92a 
réduit les dommages tissulaires en augmentant la néovascularisation (Bonauer et al. 2009). Il 
est aussi démontré que l’inhibition du miR-92a chez la souris inhibe l’athérosclérose (Loyer et 
al. 2014). Des effets cardioprotecteurs dans un contexte de IM ont également été obtenus avec 
l’inhibition du miR-320 et du miR-29 (Ye et al. 2010; Ren et al. 2009).  
 
Figure 33. miRs modulés par les facteurs de risques de l’athérosclérose et implication 




7.5. Rôle physiologique et pathologique des miRs sur la fonction 
endothéliale 
Le miR-126 est considéré comme le miR endothélial spécifique le plus important et le 
plus caractérisé dans la biologie vasculaire. Il est fortement exprimé dans les tissus vasculaires 
par les ECs et les cellules hématopoïétiques. Il est indispensable pour l’intégrité vasculaire et le 
développement (Chamorro-Jorganes, Araldi, and Suárez 2013; Wang et al. 2008a). En effet, il 
a été démontré que la délétion du miR-126 chez la souris cause une défaillance des vaisseaux 
sanguins, des hémorragies et une mortalité embryonnaire. Ces effets pathologiques sont liés à 
une perte d’intégrité vasculaire et à une défaillance des fonctions endothéliales (Wang et al. 
2008a). Au niveau moléculaire, le miR-126 est connu pour cibler les gènes SPRED1 (sprouty-
related protein-1) et PIK3R2/p85-b (phosphoinositol-3 kinase regulatory subunit 2), deux 
importants régulateurs négatifs de la signalisation du VEGF (Fish et al. 2008). Le miR-126 est 
aussi connu pour stimuler l’expression de l’ANG-1 qui est impliquée dans la stabilisation et la 
maturation des vaisseaux (Sessa et al. 2012). Chez la souris, l’inhibition du miR-126 diminue 
l’angiogenèse post-ischémique dans un contexte physiologique (van Solingen et al. 2009).  
Les miRs faisant partie du «cluster» 17-92 (miR-17, miR-18a, miR19a, miR20a, 
miR19b et miR-92a) sont également bien caractérisés et sont importants pour la fonction 
endothéliale. Ces miRs sont critiques pour le contrôle du cycle cellulaire et possèdent aussi des 
fonctions anti-apoptotiques et pro-angiogéniques (Landskroner-Eiger et al. 2015). Par exemple, 
la surexpression du miR-18 et du miR-19 augmente l’angiogenèse en diminuant l’expression 
des facteurs anti-angiogéniques CTGF (connective tissus growth factor) et TSP-1 
(thrombospondine 1) (Dews et al. 2006; Suárez et al. 2008). Inversement, le miR-16 est anti-
angiogénique et possède la capacité de réprimer le VEGFR2, le FGFR1 et le VEGF dans les 
ECs, inhibant la prolifération, la migration et leurs capacités à former des tubules (Chamorro-
Jorganes et al. 2011). 
D’autres miRs comme le miR-217 et le miR-146a sont impliqués dans la sénescence des 
ECs, un processus lié à la dysfonction endothéliale (Vasa-Nicotera et al. 2011; Menghini et al. 
2009). Le miR-217 est documenté pour réprimer SirT1 (silent information regulator 1), un gène 
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protecteur au stress impliqué dans la sénescence. La surexpression du miR-217 induit une 
sénescence prématurée des ECs (Menghini et al. 2009). Un des mécanismes importants causant 
la sénescence des ECs est l’augmentation du stress oxydant. Une étude a démontré que la 
surexpression du miR-146a diminue le stress oxydant en régulant négativement le gène NOX4, 
un important générateur de ROS (Vasa-Nicotera et al. 2011). Une autre fonction importante des 
miRs au niveau endothélial est le contrôle du trafic des leucocytes et de l’inflammation. Des 
études récentes ont documenté que des miRs induits par le TNF-α et le LPS (ex. miR-155, miR-
146a, miR-132, miR-125b et le miR-9) contribuent à la régulation de l’inflammation de 
l’endothélium (Chamorro-Jorganes, Araldi, and Suárez 2013; Sonkoly and Pivarcsi 2009). Par 
exemple, le miR-10a régule négativement l’expression de  NF-κB, un médiateur pro-
inflammatoire clé. De façon intéressante, l’expression du miR-10a est diminuée dans les régions 
artérielles athérosclérotiques (Fang et al. 2010). Le miR-146 est aussi un important régulateur 
inflammatoire. Il cible les gènes TRAF6 (TNF-α receptor associated factor-6) et IRAK1 
(interleukine recepteur associated kinase-1), deux médiateurs clés stimulant l’inflammation par  
NF-κB (Taganov et al. 2006). De façon intéressante, il a été démontré que la surexpression du 
miR-146a permet d’inhiber l’inflammation sévère et l’adhésion de monocytes en diminuant 
l’expression de molécules d’adhésion comme VCAM-1 et ICAM-1 (Cheng, Sivachandran, et 
al. 2013b; Perry et al. 2008). Certains miRs vont aussi moduler la production de ROS endogènes 
affectant ainsi le niveau de stress oxydant dans les vaisseaux. Par exemple, il a été démontré 
dans un modèle murin de cardiomyopathie que la délétion du miR-448 augmente drastiquement 
la production de ROS par NOX2, causant des dommages aux tissus cardiaques (Kyrychenko et 
al. 2015). Le miR-21 qui est exprimé dans la plupart des cancers humains est connu pour réguler 
la formation de ROS en ciblant SOD3 et SOD2 (Zhang et al. 2012). D’autres miRs vont réguler 
la survie et l’apoptose des ECs. Par exemple, chez la souris hypercholestérolémique, le miR-
26a exerce un effet protecteur et anti-apoptotique en ciblant le gène TRPC6 (Transient Receptor 
Potential Cation Channel) (Zhang, Qin, et al. 2015). Les oxLDL sont connues pour causer la 
dysfonction endothéliale et induire l’apoptose. Le miR-365, un miR pro-apoptotique qui cible 
BCL-2, est augmenté par les oxLDL ce qui favorise la mort des ECs in vitro (Qin et al. 2011). 
Une autre fonction importante des miRs dans la biologie vasculaire est le contrôle de la 
production des facteurs vasomoteurs par l’endothélium. Le miR-155 et le miR-24 régulent 
négativement l’expression d’eNOS affectant la production de NO. Le NO est non seulement un 
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facteur vasodilatateur important, mais aussi associé à la santé endothéliale par ses actions anti-
inflammatoires et anti-thrombotiques (Zhang, Yan, et al. 2015; Sun, Zeng, et al. 2012). Le rôle 
des différents miRs dans la biologie vasculaire et sur le phénotype endothélial est résumé à la 
figure 34. 
 
Figure 34. Rôle des miRs dans la biologie vasculaire. Exemple de miRs et de leurs cibles 
connues et impliquées dans la régulation de l’activité angiogénique des ECs (A), dans les 
processus inflammatoires et les pathologies vasculaires athérosclérotiques (B), dans la 
régulation du tonus vasculaire et de la barrière endothéliale (C) et miRs vasculaires 
circulants utilisés comme biomarqueurs de différentes pathologies vasculaires (D). 
Figure adaptée de : (Chamorro-Jorganes, Araldi, and Suárez 2013) 
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7.6. Rôle des miRs dans le développement de l’athérosclérose : 
mécanismes associés 
Comme il a été discuté plus haut, l’athérosclérose est à l’origine des diverses maladies 
cardiovasculaires ischémiques. Les miRs sont impliqués dans toutes les étapes biologiques liées 
au développement l’athérosclérose, incluant la dysfonction endothéliale, l’adhésion des 
monocytes, le développement de la plaque et sa rupture. L’action des miRs dépends de leur 
capacité à réguler l’expression de multiples gènes impliqués dans les différentes étapes du 
processus athérogène comme l’inflammation, le stress oxydant et l’activité fonctionnelle des 
diverses cellules impliquées. Par conséquent, la modulation des miRs par les différents facteurs 
de risque cardiovasculaires ainsi que par le micro-environnement a des conséquences 
physiopathologiques importantes (Nishiguchi, Imanishi, and Akasaka 2015).  
Au niveau mécanistique, les miRs vont réguler de différentes façons l’homéostasie des 
LDL, un processus clé dans l’athérosclérose. Par exemple, le miR-122 est impliqué dans le 
métabolisme des LDL et est fortement exprimé dans le foie (Esau et al. 2006). Des études chez 
la souris et le primate ont identifié ce miR comme un régulateur critique et indispensable dans 
la biosynthèse du cholestérol (Elmen, Lindow, Silahtaroglu, et al. 2008; Elmen, Lindow, Schutz, 
et al. 2008; Esau et al. 2006). Inversement, le miR-223 réprime des gènes impliqués dans la 
biosynthèse du cholestérol et du recaptage des HDL. Il a été démontré que les souris déficientes 
pour le miR-223 présentent un taux élevé de HDL sanguin et un faible de taux de cholestérol 
hépatique (Vickers et al. 2014). Le miR-148a cible le récepteur LDLR menant à une diminution 
de l’élimination des LDL et favorisant ainsi l’hypercholestérolémie. En effet, les souris Ko pour 
le miR-148a montrent une diminution significative du taux de LDL cholestérol plasmatique 
(Wagschal et al. 2015; Goedeke et al. 2015). Parmi les miRs les plus documentés dans les 
modèles animaux athérosclérotiques ciblant la biogenèse des HDL, nous retrouvons le miR-33 
(Marquart et al. 2010). Plusieurs études ont démontré que l’inhibition ou la délétion du miR-33 
augmente les niveaux de HDL et réduit la taille des plaques athérosclérotiques chez les souris 
hypercholestérolémiques ApoE -/- ou LDLR -/- (Allen et al. 2012; Rayner et al. 2011). De plus, 
il est documenté que la délétion du miR-33 promeut l’accumulation de macrophages anti-
inflammatoires (M2) et favorise ainsi la régression des plaques (Ouimet et al. 2015).  
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Comme il a été décrit précédemment, l’inflammation de l’endothélium est un processus 
important pour la progression de la plaque athérosclérotique. L’hyperlipidémie et les oxLDL 
induisent l’expression de molécules d’adhésion monocytaire (VCAM-1, I-CAM-1, E-selectin) 
par les ECs (Libby, Ridker, and Hansson 2011). Les miRs -17-3 p et -31 possèdent la capacité 
de réguler les molécules d’adhésion endothéliale ICAM-1 et E-selectine (Suarez et al. 2010). Le 
mIR-10a est aussi un important miR anti-inflammatoire et anti-athérogénique. En effet, il a été 
démontré que sa surexpression permet de diminuer l’athérosclérose en inhibant l’expression de 
VCAM-1, MCP-1, IL-6 et IL-8 (Fang et al. 2010). Le miR-181b est impliqué dans plusieurs 
pathologies cardiovasculaires. Il est aussi un inhibiteur critique et de l’inflammation 
endothéliale ciblant  NF-κB (Sun, Icli, et al. 2012). L’administration systémique du miR-181b 
chez la souris ApoE -/- est suffisante pour supprimer le recrutement des leucocytes et la 
formation de plaque athérosclérotique (Sun et al. 2014). Des effets anti-inflammatoires et anti-
athérogénique similaires chez la souris ont aussi été rapportés pour le miR146a (Raitoharju et 
al. 2011; Cheng, Sivachandran, et al. 2013a).  
Les miRs sont également impliqués dans divers processus menant à la formation des 
cellules spumeuses. Les miR-125a-5p et -146a réduisent l’internalisation des lipides et la 
sécrétion de cytokines inflammatoires des macrophages stimulés à l’oxLDL (Yang et al. 2011; 
Chen, Huang, et al. 2009). Le miR-155 régule la formation des cellules spumeuses en ciblant le 
gène HBP1, impliqué dans l’internalisation des oxLDL par les macrophages (Tian et al. 2014). 
Inversement, les miR-148a et -106 b ciblent le gène ABCA1 et favorisent ainsi la formation des 
cellules spumeuses en inhibant le transport inverse du cholestérol des macrophages (Goedeke 
et al. 2015; Kim et al. 2012). La progression de l’athérosclérose est associée à une prédominance 
des macrophages de phénotype M1 (pro-inflammatoire) et à un bas niveau de M2 (anti-
inflammatoire) dans les plaques (Moore, Sheedy, and Fisher 2013a). Plusieurs miRs (Let-7c, 
miR-21, miR146a) régulent la balance entre les phénotypes M1 et M2 par des mécanismes 
encore mal compris (Vergadi et al. 2014; Wang et al. 2015; Banerjee et al. 2013). Finalement, 
les miRs régulent aussi les fonctions des SMCs (migration, prolifération et inflammation) 
impliqués dans la formation de plaques athérosclérotiques (Doran, Meller, and McNamara 
2008). Par exemple, le miR-145 module la plasticité des SMCs (quiescence vs phénotype 
prolifératif) (Cordes et al. 2009). De façon intéressante, l’administration systémique de miR-
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145 chez les souris ApoE -/- diminue la taille des plaques athérosclérotiques, le corps nécrotique 
et l’accumulation de macrophages (Lovren et al. 2012).  
7.7. Rôle général des miRs dans la néovascularisation 
Pour examiner l’importance des miRs dans la néovascularisation, les premières études 
ont investigué l’impact de la délétion de dicer, une enzyme essentielle pour la maturation des 
miRs. Les résultats ont démontré que la perte de dicer chez la souris menait à une défaillance 
de vascularisation et à la mort des embryons (Yang et al. 2005; Bernstein et al. 2003). Depuis 
ce temps, plusieurs miRs possédant des propriétés pro- et anti-angiogéniques ont été identifiés 
et sont appelés les angiomiRs (Wang and Olson 2009) (figure 35). Comme dans 
l’athérosclérose, les angiomiRs vont réguler la néovascularisation de plusieurs façons. Ils vont 
cibler différents gènes impliqués dans plusieurs processus de l’angiogenèse et de la 
vasculogenèse. Au niveau de l’angiogenèse, ces miRs peuvent agir en modulant l’expression de 
divers gènes codants pour des facteurs angiogéniques. Ils peuvent aussi agir en modulant 
l’expression de gènes codants pour des médiateurs impliqués dans les voies de signalisation 
angiogénique des ECs (ex. migration, prolifération, formation de tubule et stabilisations) (Wang 
and Olson 2009). Les miRs vont aussi affecter la vasculogenèse en modulant l’expression de 
gènes impliqués dans la mobilisation et le recrutement des PACs aux tissus, mais aussi, en 
modulant l’activité fonctionnelle des PACs (Jakob and Landmesser 2012). Le rôle des miRs 
dans l’angiogenèse est documenté dans plusieurs modèles in vitro et in vitro mais 
principalement dans un contexte d’angiogenèse tumoral. Leur rôle spécifique dans un contexte 
d’angiogenèse physiologique et d’ischémie est moins bien défini. Également, l’influence des 
facteurs de risques cardiovasculaires sur la modulation des angiomiRs n’est pas bien connue. 





Figure 35. Principaux miRs et cibles validées régulant des processus angiogéniques. 
Figure adaptée de : (Landskroner-Eiger, Moneke, and Sessa 2013)   
 
7.7.1. Régulation de l’angiogenèse et des PACs par les miRs : mécanismes et 
études animales   
Plusieurs études ont démontré que les miRs présentent des profils d’expression 
spécifiques aux tissus ou aux types cellulaires (Sood et al. 2006; He et al. 2012). La première 
grande étude liée au profil d’expression des miRs dans les ECs a été effectuée in vitro, dans un 
modèle de HUVECs. Lors de cette étude, 15 miRs fortement exprimés ciblant des facteurs 
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angiogéniques ont été identifiés (Poliseno et al. 2006). Par la suite, certains miRs ayant un profil 
d’expression associé à des cibles angiogéniques ont été confirmés dans diverses études (Suarez 
et al. 2007; Kuehbacher et al. 2007).  
 
Parmi les miRs les mieux documentés dans l’angiogenèse, nous retrouvons les miRs 
anti-angiogéniques -221/222 connu pour cibler c-KIT, un récepteur angiogénique du ligand 
CSF. Le c-KIT est connu pour favoriser la survie, la migration et la formation de tubules par les 
HUVECs (Matsui et al. 2004; Poliseno et al. 2006). La surexpression des miR-221/222 dans les 
HUVECs mène à une diminution de la migration et de la formation de tubules en réponse au 
CSF, mais aussi, à une diminution de l’expression d’eNOS (Suarez et al. 2007; Poliseno et al. 
2006). De façon inverse, l’expression des miR-221/222 exerce un rôle pro-angiogénique et 
stimule la prolifération des cellules tumorales en ciblant le gène suppresseur de tumeurs  p27 (le 
Sage et al. 2007). Collectivement, ces résultats montrent que l’action des miRs est spécifique au 
type cellulaire et au contexte pathologique. Les miRs let-7f et -27 b sont documentés comme 
étant des miRs pro-angiogéniques. Ils stimulent la migration, la prolifération et la formation de 
tubules in vitro, mais aussi, ils induisent l’angiogenèse chez la souris (Dhahri et al. 2017; 
Veliceasa et al. 2015; Melo and Kalluri 2012). Comme il a été décrit précédemment, le miR-
126 est le plus important pour l’intégrité et la fonction endothéliale. In vitro, le miR-126 régule 
positivement la migration et la prolifération des ECs, stabilise les tubules et régule positivement 
l’expression de facteurs angiogéniques clés comme le VEGF et bFGF (Wang et al. 2008b; Fish 
et al. 2008). In vivo, différents modèles de souris ko pour le miR-126 montrent une défaillance 
de néovascularisation (Kuhnert et al. 2008; Fish et al. 2008). Le miR-92a est un autre miR anti-
angiogénique largement documenté. In vitro, il est connu pour réguler négativement la 
formation de bourgeons angiogéniques, la formation du réseau tubulaire et la migration des ECs. 
De plus, l’injection d’un anti-miR-92a chez la souris stimule la néovascularisation suite à une 
ischémie (Bonauer et al. 2009). 
 
Le rôle des miRs lors de la modulation de la vasculogenèse postnatale est moins 
caractérisé que l’angiogenèse. Toutefois, plusieurs études ont démontré que les miRs vont 
influencer la mobilisation et le recrutement des PACs ainsi que leur activité angiogénique 
fonctionnelle. Par exemple, dans les PACs d’humains âgés, l’expression du miR-22 est 
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augmentée et est corrélée à une augmentation la sénescence. De façon intéressante, l’inhibition 
du miR-22 in vitro permet de restaurer la fonction des PACs âgés (Zheng and Xu 2014). Le 
miR-21 peut diminuer la capacité de migration et de prolifération des PACs, et augmenter les 
niveaux intracellulaires de ROS (Fleissner et al. 2010; Zuo et al. 2015). La surexpression du 
miR-34a mène à la sénescence des PACs et diminue leur capacité angiogénique (Zhao, Li, and 
Chen 2010). D’autres études ont démontré que l’expression des miR-221/222 est augmentée 
dans le sang des patients présentant des pathologies des artères coronaires, et est corrélée à une 
diminution du nombre de PACs circulants. Il est aussi documenté que la diminution de ces deux 
miRs par l’atorvastatin, un hypocholestérolémiant, corrèle avec la récupération du nombre de 
PACs circulants (Minami et al. 2009). Chez la souris, le miR-150 est connu pour réguler la 
mobilisation des PACs en ciblant CXCR4 (Tano, Kim, and Ashraf 2011). Le miR-126 est aussi 
documenté pour réguler la mobilisation des cellules progénitrices SCA-1+/LIN- en condition 
d’ischémie en ciblant le SDF-1 (van Solingen et al. 2011). Finalement, l’expression du miR-223 
est associée à une dysfonction des PACs par une augmentation du stress oxydant (Wang et al. 
2016; Qu et al. 2015). 
 
7.8. Résumé de chapitre et perspectives thérapeutiques 
Dans ce chapitre, il a été démontré que les miRs sont de petits ARNs non codants 
endogènes, régulant négativement plus de 60 % des gènes impliqués dans tous les processus 
biologiques. Il a aussi été démontré que la modulation de leur expression physiologique par 
différents contextes pathologiques est associée à diverses maladies importantes. Dans la 
biologie vasculaire, les miRs régulent différentes fonctions des ECs incluant leur capacité de 
migration, de prolifération, de survie et d’angiogenèse. La modulation de l’expression de miRs 
est impliquée dans l’inflammation, le stress oxydant, le métabolisme des lipides, la dysfonction 
des ECs et l’athérosclérose. Il a aussi été démontré que chez l’animal, un traitement basé sur la 
modulation de l’expression de miRs spécifiques peut être bénéfique pour traiter différentes 
pathologies. Par exemple, il est possible de diminuer la progression de l’athérosclérose et de 
réduire la sévérité des dommages lors de maladies cardiovasculaires comme l’infarctus du 
myocarde, les pathologies des artères coronaires et l’insuffisance cardiaque. Aussi, il a été 
démontré qu’il est possible de moduler l’angiogenèse par des thérapies basées sur les 
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angiomiRs. Toutefois le rôle précis des miRs pour la néovascularisation en présence de facteurs 
de risques cardiovasculaires est présentement peu connu. De même, leur efficacité thérapeutique 
potentielle pour stimuler la néovascularisation dans un contexte ischémique pathologique 
demeure à être démontrée.  
 
D’un point de vue médical chez l’humain, l’émergence récente des miRs représente une 
avenue thérapeutique intéressante. D’une part, les miRs présentent des signatures d’expression 
spécifique dans divers fluides biologiques et pourraient donc être utilisés comme biomarqueurs. 
D’autre part, plusieurs études dans des modèles animaux suggèrent qu’un traitement à base de 
miRs pourrait être associé à des effets bénéfiques lors de maladies cardiovasculaires 
ischémiques. Par exemple, les études montrent qu’il est possible de diminuer le stress oxydant, 
l’inflammation, l’athérosclérose et les dommages post-ischémiques dans l’infarctus du 
myocarde. Collectivement, les données suggèrent que les miRs présentent un potentiel 
intéressant pour stimuler la néovascularisation en ciblant plusieurs processus à la fois. 
Contrairement aux thérapies modulant une seule cible, chaque miRs est capable de cibler de 
multiples ARNm. La caractérisation des miRs devient importante et pourrait permettre 
d’influencer un ou plusieurs réseaux de signalisations et ainsi modifier la fonction angiogénique 
des ECs et des PACs. La thérapie par les miRs représente donc une avenue novatrice très 
























1. Problématique et hypothèse générale 
Les maladies cardiovasculaires ischémiques causées par l’athérosclérose représentent la 
première cause de mortalité mondiale. L’athérosclérose est une maladie progressive qui se 
manifeste à l’âge adulte et dont le développement est grandement influencé par les facteurs de 
risque cardiovasculaire (tabagisme, hypercholestérolémie, diabète, vieillissement et 
hypertension). L’athérosclérose est caractérisée par une réduction et un remaniement du calibre 
interne des artères, causant ainsi une condition d’ischémie. Dans les cas les plus sévères, 
l’athérosclérose peut mener à l’infarctus du myocarde, l’AVC et l’insuffisance cardiaque. La 
sévérité des dommages ischémiques aux tissus dépend donc du degré d’occlusion, mais aussi 
de la capacité physiologique de l’organisme à former spontanément de nouveaux vaisseaux 
sanguins (néovascularisation). De façon intéressante, plusieurs études ont démontré que les 
facteurs de risque associés au développement de l’athérosclérose (e.g. hypercholestérolémie) 
diminuent aussi la capacité de néovascularisation suite à une ischémie. Ces facteurs de risque 
cardiovasculaire sont souvent associés à une activation de la rénine (RAS) et à des niveaux 
élevés de stress oxydant et d’inflammation. D’un autre côté, les miRs sont des facteurs 
modulateurs importants impliqués lors de tous les processus physiologiques et pathologiques, 
incluant l’inflammation et le stress oxydant. Les mécanismes moléculaires précis qui expliquent 
l’effet délétère des facteurs de risque athérosclérotique sur la néovascularisation post-
ischémique ne sont pas connus. Cette thèse est donc basée sur l’hypothèse générale suivante :  
La rénine et les microARNs sont impliqués lors de la modulation de la 
néovascularisation post-ischémique, et ces facteurs peuvent être ciblés pour développer de 
nouvelles stratégies thérapeutiques. 





2. Projet de recherche #1 : Rôle de la rénine dans la 
néovascularisation post-ischémique 
 
2.1. Mise en contexte 
L’activation chronique du système RAS par les facteurs de risque cardiovasculaire est 
associée à l’hypertension, la dysfonction endothéliale et l’athérosclérose. Les mécanismes 
associés à cet état pathologique sont liés à la génération d’Ang2 qui cause une élévation du 
stress oxydant etentraine une dysfonction endothéliale. L’étape limitante permettant la 
génération d’angiotensine 2 est la rénine qui catalyse la transformation de l’angiotensinogène 
en angiotensine 1. Récemment, plusieurs études ont démontré que l’inhibition de la rénine par 
l’aliskiren, le seul inhibiteur direct de la rénine utilisé en clinique, améliore la fonction 
endothéliale et diminue la progression de l’athérosclérose. Toutefois, l’effet de l’aliskiren sur la 
réponse physiologique de néovascularisation post-ischémique est inconnu. 
 
2.2. Hypothèse et objectifs spécifiques 
Hypothèse : L’inhibition directe de la rénine par l’aliskiren peut améliorer les fonctions 
angiogéniques des ECs et des PACs et stimuler la néovascularisation suite à une ischémie. 
Objectifs. 1) Évaluer l’effet de l’aliskiren sur la néovascularisation dans un modèle murin 
d’ischémie de la patte en caractérisant l’impact sur la récupération de la perfusion sanguine, la 
densité capillaire, le stress oxydant et le nombre et l’activité fonctionnelle des PACs. 2) Évaluer 
l’effet de l’aliskiren sur la fonction des cellules endothéliales et l’angiogenèse in vitro, et 






3. Projet de recherche #2 : Rôle des miRs dans la 
néovascularisation post-ischémique en condition 
athérosclérotique 
3.1. Mise en contexte 
L’émergence récente des miRs comme régulateurs clés de l’expression génique a révolutionné 
la compréhension des processus biologiques liés aux pathologies humaines. Les miRs agissent 
comme régulateurs négatifs en réprimant l’expression d’ARNm spécifiques. De plus en plus 
d’études démontrent que la modulation des miRs est associée à diverses maladies humaines, 
dont les maladies cardiovasculaires. Au niveau de la néovascularisation, les miRs régulent les 
fonctions angiogéniques des ECs et des PACs en modulant l’expression de divers médiateurs 
impliqués dans les voies de signalisation angiogénique. De plus, les miRs sont impliqués dans 
la régulation de médiateurs pro-oxydants et pro-inflammatoires, deux facteurs importants pour 
la fonction endothéliale. Toutefois, le rôle spécifique des miRs dans la néovascularisation post-
ischémique en condition athérosclérotique est inconnu.  
 
3.2. Hypothèse et objectifs spécifiques 
Hypothèse. L’hypercholestérolémie et les oxLDL modulent l’expression de miRs spécifiques 
et ceci entraine une diminution de la néovascularisation post-ischémique. La restauration de 
l’expression de ces miRs pourrait permettre de récupérer la néovascularisation défaillante 
causée par une condition athérosclérotique.   
Objectifs. 1) Identifier des miRs pro-angiogéniques qui sont diminués et/ou des miRs anti-
angiogéniques qui sont augmentés par l’hypercholestérolémie in vivo et les oxLDL in vitro. 2) 
Identifier les mécanismes impliqués dans la modulation de l’angiogénèse et de la 
néovascularisation par ces miRs. 3) Caractériser l’impact d’une thérapie basée sur la modulation 
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Background: Renin is the rate limiting step for the activation of the renin-angiotensin-
aldosterone system, which is linked to the development of endothelial dysfunction, hypertension 
and atherosclerosis. However, the specific role of renin during physiological responses to tissue 
ischemia is currently unknown. Aliskiren is the only direct renin inhibitor that is clinically used 
as an orally active antihypertensive drug. Here we tested the hypothesis that aliskiren might 
improve neovascularization in response to ischemia. 
Methods and Results: At a dose that did not modulate blood pressure (10 mg/kg), aliskiren led 
to improved blood flow recovery after hindlimb ischemia in C57BL/6 mice (Doppler flow ratios 
0.71+/-0.07 vs. 0.55+/-0.03; P<0.05). In ischemic muscles, treatment with aliskiren was 
associated with a significant increase of vascular density, reduced oxidative stress levels and 
increased expression of VEGF and eNOS. Aliskiren treatment also significantly increased the 
number of bone marrow-derived endothelial progenitor cells (EPCs) after hindlimb ischemia. 
Moreover, the angiogenic properties of EPCs (migration, adhesion, integration into tubules) 
were significantly improved in mice treated with aliskiren. In vitro, aliskiren improves cellular 
migration and tubule formation in HUVECs. This is associated with an increased expression of 
nitric oxide (NO), and a significant reduction of oxidative stress levels. Importantly, the 
angiogenic properties of aliskiren in vitro and in vivo are completely abolished following 
treatment with the NOS inhibitor L-NAME.  
Conclusion: Direct renin inhibition with aliskiren leads to improved ischemia-induced 
neovascularization that is not dependant on blood pressure lowering. The mechanism involves 
beneficial effects of aliskiren on oxidative stress and NO angiogenic pathway, together with an 
increase in the number and the functional activities of EPCs. 
 
Keywords: Neovascularization, angiogenesis, renin, aliskiren, nitric oxide, endothelial 





The capacity of the organism to counteract the negative effects of vascular occlusions 
depends in large part on its ability to develop new vessels (neovascularization)[1]. Postnatal 
neovascularization necessitates angiogenesis, a process that involves activation, proliferation 
and migration of mature endothelial cells[2]. The endothelial cell specific mitogen Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) is essential for the induction of angiogenesis[3]. In addition, 
nitric oxide (NO) is recognized as a critical factor for endothelial cell migration, VEGF-induced 
angiogenesis[4, 5], and ischemia-induced neovascularization[6]. On the other hand, it has 
recently been demonstrated that postnatal neovascularisation not only depends on the extension 
of the pre-existing vasculature, but also necessitates the action of bone marrow-derived 
endothelial progenitor cells (EPCs)[7, 8]. EPCs have been shown to reach sites of 
neovascularization where they can differentiate into mature ECs and/or secrete angiogenic 
growth factors[9]. 
 
 Unfortunately, the conditions leading to the development of atherosclerosis in patients 
are also often associated with impaired neovascularization in response to ischemia[1]. Several 
cardiovascular diseases have been linked to an increased activation of the renin-angiotensin-
aldosterone system (RAS). Activation of RAS leads hypertension, endothelial dysfunction and 
atherosclerosis[10]. Chronic stimulation of RAS is also associated with impaired blood flow 
recuperation following ischemia[11], and a reduction in EPC number and function[12]. 
Clinically, inhibition of RAS has classically been performed using angiotensin converting 
enzyme (ACE) inhibitors and angiotensin II receptor blockers (ARBs). Although the beneficial 
effects of these therapies in patients with atherosclerotic diseases and heart failure are well 
established[10], their potential role for the modulation of ischemia-induced neovascularization 
in the context of vascular occlusions is unclear. For example, while treatment with the ACE 
inhibitor quinaprilate improved neovascularization and angiogenesis in a rabbit model of 
hindlimb ischemia, the ACE inhibitor captopril did not have any significant effect compared to 
placebo in the same model[11]. Published studies regarding ARB effects on angiogenesis in 
cardiovascular disease models have also shown conflicting results. Some studies reported pro-
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angiogenic effects of ARBs while other studies documented reduced angiogenesis following 
treatment with ARBs[13]. 
 
Renin can be considered the rate limiting step involved in the activation of RAS, since 
it catalyzes the formation of angiotensin I from angiotensinogen with very high substrate 
specificity. This characteristic makes it an ideal target for the therapeutic blockade of RAS. 
Aliskiren is the only direct renin inhibitor that is clinically used as an orally active 
antihypertensive drug. In addition to its beneficial effect on blood pressure, recent evidence 
suggests that aliskiren improves endothelial function and might prevent the development and/or 
the progression of atherosclerotic diseases[14, 15]. However, the effect of aliskiren on blood 
flow recuperation and neovascularization in the setting of vascular occlusion and tissue ischemia 
is currently unknown. In the present report, we studied the effect of aliskiren on postnatal 
neovascularization using a mouse model of hindlimb ischemia. We also investigated potential 
mechanisms that could be involved in that physiopathology including the role of NO, oxidative 





Experimental animals and treatments 
The protocol was approved by the Comité Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) of 
the Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM). 6 to 8 week-old C57BL/6 mice 
were obtained from Charles River (St. Constant, Canada). Mice were maintained in 12 hours 
light-dark cycle and fed ad libitum. Aliskiren (Novartis, Dorval, Canada) was administered in 
drinking water to achieve a dose of 10 or 50 mg/kg/day. The treatment was started two weeks 
prior to surgery and maintained throughout the whole study. In some experiments, mice were 
also treated with the NOS inhibitor NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 1 mg/kg) in 
combination with Aliskiren in drinking water.  
 
Murine ischemic hindlimb model and monitoring of blood flow 
Unilateral hindlimb ischemia was surgically induced and hindlimb blood flow was monitored 
with a Laser Doppler perfusion imager (LDPI) system (Moor Instrument Ltd., Axminster, UK) 
as previously described[16]. To account for variables such as ambient light and temperature, the 
results are expressed as the ratio of perfusion in the left (ischemic) vs. right (non-ischemic) 
hindlimb[16]. Ambulatory impairment was evaluated using a scale from 1 to 4[17]. Blood 
pressure was measured using a tail-cuff pressure instrument (BP-2000, Visitech Systems, Apex, 
NC). 
 
Tissue preparation and immunochemistry 
Whole ischemic hindlimb muscles were immediately fixed in tissue-fix overnight or preserved 
in OCT. Identification of endothelial cells was performed by immunostaining for mouse platelet 
endothelial cells adhesion molecule-1 (PECAM-1 or CD31) with a rat monoclonal antibody 
(Pharmigen, San Diego, CA)[16]. Arterioles were identified using an elastin stain kit (Sigma). 
To evaluate local oxidative stress levels in ischemic muscles, dihydroethidium staining (DHE, 





Plasma NO release 
NO production was determined indirectly using a commercial kit that measures the 
concentration of the stable end products nitrate and nitrite based on the Griess reaction (R&D 
systems Inc., Minneapolis, MN) [18].  
 
Western blot analysis 
Hindlimb muscles or HUVECs were rinsed in PBS, frozen in liquid nitrogen and stored at -
80°C. Protein extracts were obtained after homogenization of muscles or HUVECs in ice-cold 
lysis buffer[16]. The membranes were probed with the following antibodies: 1:500 VEGF 
(Santa Cruz Biotechnology), 1:1000 phospho eNOS (Cell Signaling Technology, Boston, MA), 
1:1000 eNOS (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), 1:2000 NOX2/GP91 (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA), and 1:2000 beta-Actin (Santa Cruz Biotechnology). Protein 
expression was quantified by high-resolution optical densitometry (image J software). Results 
are expressed as density values normalized to the loading control. 
 
Endothelial Progenitor Cells isolation and characterization (early outgrowth EPCs) 
Mouse bone marrow mononuclear cells were isolated from the femora and tibiae, plated on 
0.005% fibronectin and cultured in complete medium 200 with 20% FBS as previously 
described[18]. After 4 days in culture, non-adherent cells were removed by washing with PBS. 
Adherent cells were then stained with 1,1’-dictadecyl-3,3,3’,3’ tetramethyllindocarbocyanine 
perchlorate-acetylated low-density lipoprotein (DiI-acLDL, Invitrogen, OR, USA) and FITC-
labeled lectin BS-1 (Bandeiraea simplicifolia, Sigma). Bone marrow EPCs were characterized 
as adherent cells positive for both DiI-acLDL uptake and lectin binding. Quantification was 
performed by examining several random microscopic fields[18]. 
 
Flow cytometry analysis of EPCs 
The percentages of EPCs contained in the bone marrow or in the total viable cell population 
derived from the spleen was measured by flow cytometry (FACSCalibur flow cytometer, Becton 
Dickenson, Oakville, Ontario, Canada) using the fluorescence-coupled cell markers CD34-
FITC and VEGFR-2 (Flk1)-PE (eBioscience, CA, USA)[19]. Cell phenotypes were determined 
by the analysis of 300 000 events. 
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Matrigel tubule assay 
Growth factor reduced Matrigel Matrix (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA) was thawed 
and placed in 96-well plates at 37°C to allow solidification. DiI-labeled EPCs (3000) were co-
plated with HUVECs (12,000) and cultured at 37°C for 8 hours with 50 ng/ml of VEGF. The 
number of incorporated EPCs in tubules was determined in 10 random fields[20]. Total number 
of tubules, tubule length and tubule branching were similar between groups in all the 
experiments (data not shown). 
 
EPC migration and adhesion assays 
EPC migration was assessed using a modified Boyden chamber assay[21]. The adhesion of 
EPCs to a monolayer of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) was assessed as 
previously described[21]. 
 
HUVEC culture and treatments 
Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were obtained from Cascade Biologics 
(Portland, OR, USA) and cultured in medium 200 supplemented with 10% FBS and low serum 
growth supplement. Cells were grown at 37°C and 5% CO2. HUVECs were passaged when they 
reached 90% confluence and passages 2–5 were used for all experiments[16]. Cells were treated 
for 24 hours with Aliskiren (0.1, 1, 5 and 10 µM) in the presence or absence of L-NAME (5 
mM). Measurement of migration in confluent HUVECs was assessed using an adapted wound 
assay as previously described[21]. 
 
HUVEC Capillary-like tube formation on Matrigel  
HUVECs were plated in 96-well plates coated with 50 µl of growth factor reduced Matrigel 
Matrix (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) and cultured at 37°C for 6 hours with 50 ng/ml 
of VEGF or 0.1µM Aliskiren in the presence or absence of L-NAME (0.5 mM). Quantification 






Detection of intracellular superoxide (O2-) and nitric oxide (NO) in HUVECs  
Generation of O2- and NO in cells were assessed with the fluoroprobes dihydroethidium (DHE, 
Molecular probes) and diaminofluorescein-2-diacetate (DAF-2DA, Cell Technology) as 
previously described[18]. Fluorescence intensities were quantified using image J, with the same 
threshold for each experiment.  
 
Statistical analysis 
All results are presented as mean ± SEM. Statistical significance was evaluated by ANOVA 
followed Newman-Keuls post hoc test for multi group comparison. A value of P<0.05 was 






Effect of aliskiren on blood flow recuperation following hindlimb ischemia  
Aliskiren administered in drinking water was well-tolerated by the animals. Water consumption 
and weights were similar in mice treated with aliskiren vs. controls (Figure 1A). Treatment with 
50 mg/kg of aliskiren was associated with a significant reduction of systolic blood pressure, 
while the 10 mg/kg treatment did not significantly modulate blood pressure (Figure 1B). After 
the surgical induction of ischemia, hindlimb perfusion was evaluated by serial LDPI studies 
(Figure 1C). Following the surgery (day 0), Doppler flow ratios (DFR) between the ischemic 
and normal hindlimbs reached comparable low levels, indicating that the severity of the 
ischemia was similar in the 3 groups (Figure 1C).  Blood flow recovery was significantly 
improved in mice treated with 10 mg/kg of aliskiren compared to controls at day 14 (DFR 
0.69+/-0.05 vs. 0.55+/-0.05, P<0.05) and day 21 (DFR 0.71+/-0.07 vs. 0.55+/-0.03, P<0.05) 
after surgery (Figure 1C).  Interestingly the high dose of aliskiren (50 mg/kg) reduced blood 
pressure, but was not associated with an improvement of blood flow recuperation after ischemia 
(Figure 1C). We therefore concluded that the beneficial effect of aliskiren on blood flow 
recuperation is independent of its effect on blood pressure, and subsequent experiments were 
performed using the lower dose of aliskiren (10 mg/kg). Clinically, the improvement of blood 
flow in animals treated with aliskiren was associated with a significant reduction of ambulatory 
impairment compared to controls (Figure 1D).  Because NO has been shown to be an important 
factor for postnatal neovascularization, we compared nitrite levels in mice treated or not with 
aliskiren. As shown in Figure 1E, nitrite levels in the serum were significantly increased in 
mice treated with aliskiren compared to controls. Moreover, we found that the beneficial effect 
of aliskiren on blood flow recuperation was abolished when mice were also treated with the 








Effect of aliskiren in ischemic tissues  
At the microvascular level, treatment with aliskiren was associated with a significant increase 
of capillaries (Figure 2A and 2C) and arterioles (Figure 2D) in ischemic hindlimb muscles at 
day 21 after surgery. Since increased oxidative stress levels have been associated with impaired 
angiogenesis, we compared superoxide formation in the ischemic tissues of mice treated or not 
with aliskiren.  As shown in Figure 2B and 2E, mice treated with the renin inhibitor aliskiren 
exhibited a significant reduction of superoxide levels in ischemic muscles (DHE staining). This 
was associated with a reduced expression of Nox2-containing NADPH oxidase, a major source 
of reactive oxygen species (Figure 2F). We next investigated the effect of aliskiren on the 
induction of VEGF and NO angiogenic pathways in ischemic muscles. As shown in Figure 2F, 
the expressions of both VEGF and eNOS were significantly increased in the ischemic muscles 
of mice treated with aliskiren.  
 
Effect of aliskiren on EPC number and EPC functional activities 
EPCs have been shown to reach sites of neovascularization where they can contribute to the 
formation of new blood vessels. The spleen acts as a peripheral reservoir of EPCs that are 
mobilized after ischemia[22, 23]. Here we determined the effect of aliskiren on the number and 
the functional activities of EPCs. The number of EPCs in the bone marrow and in the spleen 
was significantly increased in mice treated with aliskiren compared to control mice (Figure 3A-
C). Additionally, we observed that EPCs isolated from mice treated with aliskiren showed 
increased integration into endothelial cell tubules (Figure 3D and 3F), increased adhesion to 
endothelial cells (Figure 3E and 3G), and improved cellular migration (Figure 3H) compared 
to EPCs isolated from untreated mice. 
 
Effects of Aliskiren on mature endothelial cells in vitro  
To better characterize the angiogenic effects of aliskiren, in vitro studies were conducted in 
human umbilical vascular endothelial cells (HUVECs). We performed a dose response and 
found that 0.1 uM was the optimal concentration to induce tube formation and cell migration. 
Higher concentrations of aliskiren had reduced (1 uM) or no effects (5 and 10 uM) on endothelial 
cell functions (data not shown). Aliskiren (0.1 uM) was as potent as VEGF to induce tube 
formation (Figure 4A and 4C) and cellular migration (Figure 4B and 4D) in endothelial cells. 
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Interestingly, the beneficial effects of aliskiren on endothelial cell angiogenic functions are 
completely abolished when the cells are also treated with the NOS inhibitor L-NAME (Figure 
4A-D). We found that aliskiren induces the expression of VEGF and phospho-eNOS in 
HUVECs (Figure 4E-F). Moreover, treatment with aliskiren decreases the levels of ROS as 
assessed by DHE staining (Figure 5A and 5C) and significantly increases NO expression as 
assessed by DAF staining (Figure 5B and 5C). Overall, an inverse correlation was observed 
between oxidative stress levels and NO expression following treatment with increasing doses of 






















 To our knowledge, the present study is the first one to document the positive effect of 
direct renin inhibition with aliskiren on ischemia-induced neovascularization. Activation of the 
RAS is believed to play an essential role in the development of cardiovascular diseases, 
including hypertension, atherosclerosis and heart failure[10, 13]. Renin might be considered the 
optimal target for RAS inhibition, as it is involved in the conversion of angiotensinogen to 
angiotensin I, the initial and rate-limiting step responsible for angiotensin II formation. In 
addition, renin inhibition prevents the formation of all angiotensin peptides, which might 
constitute an advantage compared to classical treatments with ACE inhibitors or ARBs[10, 13]. 
Aliskiren is the only direct renin inhibitor that is currently available clinically. Aliskiren has 
recently been shown to be effective for the treatment of hypertension, congestive heart failure, 
and proteinuria either as monotherapy or in combination with ACE inhibitors or ARBs[10, 13]. 
It was also demonstrated to be as effective as an ARB to attenuate LV hypertrophy in 
hypertensive patients[24]. In experimental animal models, Aliskiren has been shown to inhibit 
hypercholesterolemia-induced atherosclerosis[14, 15] and protect against myocardial 
ischemia/reperfusion injury[25]. The present study uncovered a novel and potentially very 
important property of aliskiren. It demonstrates for the first time that this direct renin inhibitor 
can stimulate the physiological reparative abilities of the organism in response to ischemia, 
including the capacity to develop new blood vessels (i.e. neovascularization). 
 
 We used a well-characterized mouse model of hindlimb ischemia to precisely define the 
effects of aliskiren on post-natal neovascularization[26]. Experiments were performed in 
normotensive C57Bl6 mice, and the treatment was well-tolerated by the animals. Interestingly, 
we found that only the lower dose of aliskiren (10 mg/kg), which did not significantly alter 
blood pressure, was associated with improved blood flow recuperation after hindlimb ischemia. 
By contrast the higher dose of aliskiren (50 mg/kg), which significantly reduced blood pressure, 
was associated with a similar rate of blood flow recovery compared to controls. The precise 
explanation for this phenomenon is currently unclear. Although mice treated with 50 mg/kg of 
aliskiren appeared healthy and did not show any obvious behavioural change, it is possible that 
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the lower blood pressure achieved in this group in the context of a recent surgically-induced 
arterial occlusion was suboptimal to promote neovascularization. This might have counteracted 
other potential beneficial effects provided by aliskiren. On the other hand, the fact that the lower 
dose of aliskiren did promote blood flow recuperation after ischemia indicates that this 
beneficial effect is independent of blood pressure lowering. Similarly, previous reports have 
shown that inhibition of atherosclerosis in hypercholesterolemic mice can be achieved at doses 
of aliskiren that do not reduce blood pressure[14]. It is now well-recognized that in addition to 
systemic RAS activation, peripheral tissues express components of the RAS and can synthesize 
angiotensin II[27-29]. It is possible that inhibition of RAS in tissues is even more important than 
systemic RAS inhibition in order to promote neovascularization. This concept would be 
consistent with a previous report indicating that ACE inhibitors with high tissue affinity may be 
potentially useful for therapeutic angiogenesis in ischemic tissues[11]. 
 
Treatment with aliskiren led to improved blood flow recuperation at the macrovascular 
level, and to increased number of capillaries and arterioles in ischemic muscles at the 
microvascular level. The mechanisms by which aliskiren could improve ischemia-induced 
neovascularization are potentially diverse. We found that oxidative stress levels in ischemic 
tissues and in HUVECs were significantly reduced following treatment with aliskiren, as 
assessed by DHE immunostaining. Neovascularization has been shown to be impaired in 
conditions where oxidative stress levels are increased, a situation that can be improved by 
antioxidant therapies or genetic manipulations[18, 20, 30]. For instance mice deficient for Nox2-
containing NADPH oxidase, an important source of ROS in the vasculature, have been shown 
to be protected against ischemia in conditions of increased oxidative stress[18, 31]. 
Interestingly, here we found that Nox2 expression in ischemic muscles was significantly 
reduced in mice treated with aliskiren. Therefore, reduced Nox2 expression and oxidative stress 
levels could contribute to explain improved blood flow recuperation and capillary density 
following ischemia in mice treated with aliskiren.  
 
Another potential factor that could be involved in the beneficial effect of aliskiren on 
neovascularization is modulation of the VEGF/NO signaling pathway. VEGF is considered to 
be a critical limiting factor for the initiation and the maintenance of angiogenesis[3], while NO 
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has been shown to be essential for VEGF-induced angiogenesis[4] and neovascularization 
following ischemia[6]. On the other hand, ROS can impair both NO bioactivity and VEGF-
dependent angiogenesis[20, 30, 32]. Here we found that VEGF and eNOS levels were 
significantly increased in the ischemic muscles and in HUVECs following treatment with 
aliskiren. In vivo, nitrite levels were also increased in the serum of mice treated with aliskiren. 
Importantly, the essential role of NO was confirmed by demonstrating that the beneficial effects 
of aliskiren on blood flow recuperation in vivo and on angiogenesis in vitro are completely 
abolished following co-treatment with the NOS inhibitor L-NAME. Angiotensin II (Ang II) 
levels are known to be reduced in patients treated with aliskiren[33], and Ang II is an important 
factor associated with oxidative stress, impaired eNOS activity and reduced NO levels[34]. 
Moreover, it was previously demonstrated that eNOS phosphorylation can be stimulated both 
by aliskiren and the angiotensin II receptor blocker valsartan[15]. Therefore, it is conceivable 
that reduced angiotensin receptor activation by Ang II contributes to the beneficial effect of 
aliskiren on eNOS activity and NO levels. The increased bioactivity of NO seems to be related 
to the antioxidant properties of aliskiren, as we found an inverse correlation between ROS and 
NO levels following treatment with increasing doses of aliskiren in vitro. Globally, our study 
suggests that NO is an essential factor involved in the induction of ischemia-induced 
neovascularization by aliskiren. This is consistent with previous studies demonstrating that 
aliskiren protects against atherosclerosis and myocardial ischemia/reperfusion injury by 
activating nitric oxide synthase signaling[15, 25]. 
 
 The results of the present study suggest that EPCs could also be involved in the 
stimulation of neovascularization by aliskiren. Previous studies have shown that aliskiren can 
increase the number of EPCs in the context of atherosclerosis in hypercholesterolemic mice[35], 
and in patients with type 2 diabetes and hypertension[36]. However, the potential role of 
aliskiren to modulate EPCs in the setting of ischemia-induced neovascularization has not been 
studied. EPCs have been shown to reach ischemic tissues where they can improve 
neovascularization either directly by incorporating into new vessels, or indirectly through 
paracrine secretion of angiogenic growth factors[9]. Here we found that the number of EPCs 
following surgically-induced hindlimb ischemia was significantly increased in mice treated 
with aliskiren. Moreover, we demonstrate that the functional activities of EPCs (migration, 
 
157 
adhesion, integration into tubules) are improved following treatment with aliskiren. The positive 
effect of aliskiren on EPCs might be at least in part related to lower ROS levels. Recent studies 
have shown that excessive oxidative stress leads to impaired EPC angiogenic activities[19, 20, 
37, 38]. In addition to a reduction of ROS, treatment with aliskiren was also associated with 
increased levels of NO, a critical factor for EPC number and function[22]. Therefore, increased 
NO bioavailability following treatment with aliskiren might constitute an important conceptual 
link between reduced oxidative stress levels, increased EPC number and function, and postnatal 
neovascularization in response to ischemia. It is probable that other factors not investigated in 
the current study might also have contributed to the beneficial effects of aliskiren. For instance 
the kallikrein-kinin-system (KKS), an important factor involved in EPC angiogenic 
activities[39, 40], was shown to be induced in the myocardium following treatment with 
aliskiren[41]. Moreover, the KKS has also been demonstrated to be involved in the beneficial 
effects of aliskiren in the heart following ischemia-reperfusion injury[42]. 
 
In conclusion, our study demonstrates for the first time that direct renin inhibition with 
aliskiren improves therapeutic neovascularization in response to ischemia. The positive effect 
of aliskiren on neovascularization does not appear to be dependent on blood pressure lowering. 
We propose that potential mechanisms involved in the beneficial effects of aliskiren on 
ischemia-induced neovacularization include reduced oxidative stress levels in ischemic tissues, 
improve activation of the VEGF/NO angiogenic pathway, and increase in the number and the 
functional activities of EPCs.  Our results suggest that direct renin inhibition could represent an 
interesting novel therapeutic strategy to improve neovascularization and reduce functional 
impairment in patients with severe ischemic vascular diseases. 
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Figure 1: Effect of aliskiren on body weights, blood pressure, and blood flow recuperation 
after hindlimb ischemia.  A-B. Evaluation of body weight (A) and systolic blood pressure (B) 
changes over time in the different groups of mice. C. Pictures of representative Laser Doppler 
measurements 21 days after hindlimb ischemia. A color scale illustrates blood flow variation 
from minimal (dark blue) to maximal perfusion (red). Arrows indicate ischemic hindlimbs. The 
graph represents quantification of Laser Doppler perfusion ratios at different time points after 
ischemia. D-E: Effect of aliskiren treatment on ambulatory impairment (D) and plasma nitrite 
levels (E). F. Effect of aliskiren and L-NAME on Laser Doppler perfusion ratios at day 21 after 
ischemia. Data are mean±SEM (n=8-10/group). CTL=control. * P<0.05 vs. CTL; # P<0.05 vs. 
aliskiren. 
 
Figure 2: Effect of aliskiren in ischemic tissues. Capillary (A and C) and arteriolar (D) 
densities in ischemic muscles harvested at day 21 after surgery in the different groups of mice 
(n=8-10/group). B and E. Oxidative stress levels (DHE staining) in ischemic muscles at day 7 
after surgery (n=5/group). F. Representative Western blots and quantitative analyses of Nox2, 
P-eNOS and VEGF in ischemic muscles at day 7 after surgery (n=4-5 per group). Data were 
normalized over loading controls and are presented as mean+/-SEM. *p<0.05 vs. CTL. 
 
Figure 3: Effect of aliskiren on the number and the functional activities of EPCs. Bone 
marrow–derived EPCs were characterized using DiIacLDL, FITC-lectin, and DAPI stains (A). 
The percentage of EPCs in the bone marrow (B) and in the spleen (C) was quantified by 
cytometry using the markers CD34-FITC and Flk1-PE. In a matrigel tubule assay (D and F), 
3000 EPCs were labeled with a DiI fluorescent marker (red) and coplated with HUVECs 
(transparent) to form tubular-like networks on matrigel. To assess EPC adhesion (E and G), 
EPCs were labelled with a DiI fluorescent marker and allowed to adhere to a monolayer of 
tumor necrosis factor-α-stimulated HUVECs. VEGF-induced EPC migration (H) was assessed 




Figure 4: Effect of aliskiren on mature endothelial cells in vitro. Representative pictures and 
quantitative analyses of tube formation (A and C) and cellular migration (B and D) in HUVECs 
treated with 50 ng/ml VEGF or 0.1µM Aliskiren in the presence or absence of L-NAME (0.5 
mM). E-F. Representative Western blots (E) and quantitative analyses (F) of VEGF and P-
eNOS in HUVECs treated or not with aliskiren (0.1µM). Data were normalized over loading 
controls and are presented as mean+/-SEM. * P<0.05 vs. CTL; # P<0.05 vs. aliskiren. 
 
Figure 5: Effect of aliskiren on oxidative stress levels and NO generation in mature 
endothelial cells. Nitric oxide (A) and superoxide anion (B) generation were assessed by DAF 
and DHE staining, respectively. HUVECs were treated or not with Aliskiren (0.1µM) for 24 
hours. C-D. Dose-response (C) and correlation (D) between DAF and DHE staining in HUVECs 
treated with increasing doses of Aliskiren (0.1, 1, 5 µM). Data are mean+/-SEM.  
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Objective: Hypercholesterolemia is an atherosclerotic condition that is associated with impaired 
neovascularization in response to ischemia. This study sought to define the role of microRNAs 
(miRNAs) in that pathophysiology. 
Approach and Results: Next generation sequencing and qRT-PCR analyses identified miR-
150 as a pro-angiogenic miRNA which expression is significantly reduced in the ischemic 
muscles of hypercholesterolemic ApoE-deficient (ApoE-/-) mice, and in HUVECs exposed to 
oxLDL. Forced expression of miR-150 using a miR mimic could rescue oxLDL-mediated 
impairment of endothelial cell migration and tubule formation in vitro. In a mouse model of 
hindlimb ischemia, intramuscular injection of miR-150 mimic restored blood flow recuperation, 
vascular densities in ischemic muscles, and functional mobility in ApoE-/- mice. Treatment of 
ApoE-/- mice with miR-150 also increased the number and the activities of pro-angiogenic cells 
(PACs). miR-150 targets SRC kinase signaling inhibitor 1 (SRCIN1), an important regulator of 
Src activity. Here we found that hypercholesterolemia and oxLDL exposure are associated with 
increased SRCIN1 expression and decreased Src activity. However, treatment with miR-150 
mimic reduces SRCIN1 expression and restores Src and downstream eNOS and Akt activities 
both in vitro and in vivo. We also demonstrate the interrelation between miR-150 and SRCIN1 
and their importance for endothelial cell angiogenic activities. 
Conclusions: Hypercholesterolemia is associated with reduced expression of miR-150, 
impaired Src signaling and inefficient neovascularisation in response to ischemia. Forced 
expression of miR-150 using a miR mimic could constitute a novel therapeutic strategy to 













Akt: Protein kinase B  
ApoE : Apolipoprotein E   
DFR: doppler flow ratios  
eNOS: endothelial nitric oxide synthase 
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells  
miRNA: micro RNA 
oxLDL: oxidized low-density lipoprotein  
PI3K:  phosphoinositide 3-kinase 
PAC: pro-angiogenic cell  
Src: Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 
SRCIN1: Src Kinase Signaling Inhibitor 1 





Following ischemia, one of the most important physiological responses is the capacity 
to develop new blood vessels (neovascularization) in order to maintain the perfusion and the 
integrity of tissues1. Neovascularization necessitates the activation, the proliferation and the 
migration of mature endothelial cells that will extend the pre-existing vascular network (i.e. 
angiogenesis)2. In addition to angiogenesis, it has been demonstrated that postnatal 
neovascularization also depends on the action of bone marrow-derived pro-angiogenic cells 
(PACs)3, 4. PACs have been shown to reach sites of ischemia where they promote 
neovascularization mainly through paracrine secretion of growth factors and cytokines5. 
 
Angiogenesis is modulated by the microenvironment and by different growth factors. 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) has a critical rate limiting role in this process6, and 
the tyrosine kinase Src has been shown to be required during VEGF-induced angiogenesis and 
vascular permeability7. Once activated, Src may in turn stimulate PI3K/Akt, a pathway that is 
involved in endothelial cell survival, migration and angiogenesis8. Src also activates endothelial 
nitric oxide synthase (eNOS)9, an enzyme that has been shown to have a crucial role for 
endothelial cell migration, VEGF-induced angiogenesis and neovascularization after limb 
ischemia10, 11. 
 
 It is now recognized that pathological conditions and risk factors involved in the 
development of atherosclerosis are also often associated with impaired neovascularization in 
response to ischemia1. Hypercholesterolemia, an important cardiovascular risk factor, has been 
shown to be associated with impaired blood flow recuperation and angiogenic response in 
several animal models12-14. Even in the absence of clinically apparent atherosclerotic diseases, 
hypercholesterolemia by itself was also shown to reduce the number and the function of PACs 
in patients15. However, the precise mechanisms responsible for the detrimental effects of 





MicroRNAs (miRNAs) represent a novel class of endogenous non-coding small RNA 
molecules (20-25 nucleotides) that regulate a wide range of physiological and pathological 
processes. Although miRNAs are increasingly recognized as important factors involved in 
angiogenesis16, 17, their specific role for the modulation of ischemia-induced neovascularization 
in atherosclerotic conditions remains largely unknown. In the present report, we identified miR-
150 as a pro-angiogenic miRNA which expression is significantly reduced in 
hypercholesterolemic conditions. This is associated with impaired Src signaling, and inefficient 
neovascularisation in response to ischemia. Our results also suggest that forced expression of 
miR-150 could constitute a novel therapeutic strategy to improve ischemia-induced 

































MATERIALS and METHODS 
 
Cell culture 
Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were purchased from Life Technologies 
(Carlsbad, CA) and cultured in medium 200 (Life technologies) supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS, Wisent, St-Jean-Baptiste, QC, Canada), 100 IU/ml penicillin/0.1 mg/ml 
streptomycin (Wisent) and low serum growth supplement (LSGS; 2% FBS, 3 ng/ml bFGF, 10 
mg/ml heparin, 1 mg/ml hydrocortisone, and 10 ng/ml EGF; Life Technologies). In some 
experiments, HUVECs were treated for 24 hours with LDL, oxLDL or with the specific SRC 
inhibitor SKI-1 (0.1, 1, 10, 30 μM, Sigma-Aldrich). LDL were isolated from human plasma via 
ultra-centrifugation (1.019-1.063g/cc) and oxidized using 20mM CuSO4 (oxidant) in PBS 
(Biomedical Technologies). We performed a dose-response with oxLDL and found that 50 
ug/ml was the optimal concentration to inhibit angiogenesis in vitro (matrigel assay) without 
affecting cell viability. Therefore the concentration of 50 ug/ml was used in all the experiments. 
Cells were grown at 37 °C, 5% CO2 and 95% air, and the medium was changed every 2 days. 
HUVECs were passaged when they reached 90% confluence and passages 3-6 were used for all 
experiments. Viability was consistently found to be > 90% (Hoechst-Propidium Iodine 
staining). 
 
RNA isolation and Next Generation Sequencing analyses 
RNA was extracted from ischemic hindlimb muscles (1 day after surgery) using the Ambion 
mirVana™ miRNA isolation kit (Life Technologies) according to the manufacturer’s protocol. 
Quantification of total RNA was made with a nanodrop and 1 ug of total RNA was used for 
library preparation. Quality of total RNA was assessed with the BioAnalyzer Nano (Agilent) 
and all samples had a RIN above 8. Library preparation was done with the Truseq Small RNA 
librarypreparation kit (Illumina, Cat no. RS-200-0012). 11 PCR cycles was required to amplify 
libraries. Libraries were quantified with a nanodrop and the quality was assessed with the 
BioAnalyzer High Sensitivity (Agilent). All libraries were diluted to 10nM, normalized and 
pooled to equimolar concentration based on Miseq v2 50 cycles using 7pM of pooled library. 
Sequencing was performed with the Illumina Hiseq2000 using the Hiseq Reageant Kit v3 (200 
cycles, pairedend) and 1.7 nM of the pooled library. Around 70M paired-end reads was 
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generated per sample. Quantification includes the raw read count, as well as normalized 
expression level as RPM values (reads per million reads mapped) to account for the variability 
in the library size. 
 
qRT-PCR evaluation of miRNA expression 
50 ng of total RNA was reverse transcribed using the TaqMan® MicroRNA Reverse 
Transcription Kit (Life Technologies) as described by the manufacturer. Before use, RT samples 
were diluted 1:5. Gene expression level was determined using Taqman MicroRNA assays (Cat. 
# 4427975, Life Technologies). qPCR reactions were performed using 1-5 ng of cDNA samples, 
using Perfecta qPCR Fastmix II (Quanta) and 2 μM of miR-150 primer. The Viia7 qPCR 
instrument (Life Technologies) was used to detect the amplification level and was programmed 
with an initial step of 20 sec at 95˚C, followed by 40 cycles of: 1 sec at 95˚C and 20 sec at 60˚C. 
Relative expression (RQ = 2-CT) was calculated using the Expression Suite software (Life 
Technologies), and normalization was done using both U6snRNA and SnoRNA202. 
 
miRNA and siRNA transfection in HUVECs 
Transfections were carried out at a concentration of 50 nM using Lipofactamine RNAiMAX 
Reagent (Life Technologies) according to the manufacturer’s protocol as previously described1. 
HUVECs were transfected 24 hours with after being plated in 6-well plates with the following 
miRs purchased from Dharmacon (GE Healthcare Dharmacon, Lafayette, CO): miRIDIAN miR 
mimic negative control #1, miRIDIAN miR mimic hsa-miR150-5p, miRIDIAN anti-miR 
negative control #1, miRIDIAN anti-miR hsa-miR150-5p. siRNAs were purchased from 
Thermo fisher Scientific (Thermo fisher Scientific, Grand island, NY): silencer siRNA control 
#1, siRNA anti-SRCIN1. After 24 hours, the transfection medium was replaced with antibiotic-
free complete M200 medium and cells were exposed or not to oxLDL for 24h. Transfection 
efficiency was measured using a mimic transfection control Dy547 (Dharmacon) and found to 
be 80-90%. 
 
HUVECs capillary-like tube formation on Matrigel 
The angiogenic activity of HUVECs was determined using the Matrigel tube formation assay 
as previously described2. Briefly, after transfection, HUVECs were plated at a density of 20 000 
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cells/well in 96-well plates precoated with 50 μl of growth factor reduced Matrigel Matrix 
(Becton Dickinson Labware, Bedford, MA). Capillary-like tubes were observed under a light 




Measurement of migration was performed by an adapted scratch assay in confluent HUVECs 
as previously described3. The cells were transfected and grown to near confluence in 24-well 
plates. Mechanical disruption of the monolayer was realized by scraping with a pipette tip. The 
cells were then stained with crystal violet for 10 minutes at room temperature. Migration was 
assessed using an inverted microscope at a magnification of 200x by an investigator blinded to 
the experimental conditions. Three fields per well were evaluated and all experiments were 
performed in duplicate. 
 
Murine ischemic hindlimb model 
The protocol was approved by the Comité Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) of 
the Centre Hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM). 6 to 8 week-old female 
hypercholesterolemic ApoE-/- mice (C57BL/6 background) were purchased from Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, ME) and put on a western-type diet (1.25% cholesterol, 15% cocoa 
butter, 0.5% sodium cholate, Teklad 90221) that was started 4 weeks before the experiments. 
ApoE-/- mice were compared to normocholesterolemic C57BL/6 mice. Unilateral hindlimb 
ischemia was surgically induced after anesthesia with 2% isoflurane as previously described4. 
The hindlimb ischemic model we used is the one originally described by Coufinhal et al5. It 
involves not only the ligation of the femoral artery, but its complete removal together with all 
major collateral branches. As reviewed by Limbourg et al6, although this model precludes 
analysis of collateral growth, it is associated with more ischemia and more ischemia-induced 
angiogenesis compared to a model that involves only ligating the femoral artery. However, 
although major collateral branches are removed, it is possible that expansion of smaller 
collateral vessels not removed during surgery could contribute to increase flow to the ischemic 
area. Mice were injected intramuscularly with 5 mg/kg of in vivo ready mirVana® miRNA 
mimic mmumiR150-5p, or mirVana® miRNA mimic negative control #1 (Life technologies). 
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This dose was chosen based on preliminary experiments showing optimal transfection efficiency 
in muscles. miRNAs were administered in a solution of Max suppressor RNA-LANCEr II (Bioo 
Scientific, Austin, TX) according to the manufactory’s recommendations. Ambulatory 
impairment was evaluated using a scale from 1 (normal walking) to 4 (walking with the leg 
dragging behind)7. The mice were killed at predetermined arbitrary time points after surgery 
with an overdose of sodium pentobarbital. 
 
Monitoring of blood flow 
Hindlimb blood flow (8-10 mice/group) was monitored with a Laser Doppler perfusion imager 
(LDPI) system (Moor Instrument Ltd., Axminster, UK) after anesthesia with a ketamine 
dexmetedomidine solution (50 mg/kg and 0.5 mg/kg, IP)4. Laser Doppler measurements were 
performed by a single observer blinded to the treatment group at days 0, 3, 7, 14 after surgery. 
After LDPI measurements, dexmetedomidine was antagonized with a solution of Atopamezole 
(1mg/kg, SC). To account for variables such as ambient light and temperature, the results are 
expressed as the ratio of perfusion in the left (ischemic) vs. right (non-ischemic) hindlimb 
 
Capillary and arteriolar histochemistry 
Whole ischemic hindlimbs were harvested 14 days after surgery and immediately fixed in 
Tissufix (Chaptec, Montreal, QC, Canada) overnight. After bones were carefully removed, 3 
mm thick tissue transverse sections of the hindlimbs were cut at the level of the gastrocnemius 
muscle and paraffin-embedded so that the whole leg could be analyzed on each section. 
Identification of endothelial cells was performed by immunohistochemistry for CD31 with a rat 
monoclonal antibody directed against mouse CD31 (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA). 
Negative control was performed by omitting the primary antibody. Arterioles were identified 
using an elastin stain kit (Sigma). Capillaries and arterioles were counted by a single observer 
blinded to the treatment regimen at a 200x magnification. Results were expressed as capillaries 







PACs isolation and characterization 
14 days after hindlimb ischemia, mouse bone marrow mononuclear cells were isolated from the 
femora and tibiae by flushing the bone marrow cavities using culture medium, and kept on 
fibronectin-coated (Sigma, St. Louis, MO) plates. After 4 days in culture, non-adherent cells 
were removed by thorough washing with PBS. Adherent cells were stained with DAPI (0.5 
mg/ml;LifeTechnologies), low-density lipoprotein (DiI-acLDL, 2.5 mg/ml for 1 h, Life 
Technologies) and FITC-labelled lectin BS-1 (Bandeiraea simplicifolia, 10 mg/ml for 1 h, 
Sigma, St-Louis, MO). Pro-angiogenic cells (PACs), also known as ‘Early outgrowth EPCs’ 
express endothelial markers but also myeloid markers such as CD45 and CD14, attesting for a 
probable monocytic origin. In our experiments, spindle-shaped cells were observed, and the vast 
majority of adherent cells (95%) were found to be double-positive for the uptake of DiI-labeled 
acetylated LDL and binding of FITC-labeled lectin. We have performed additional experiments 
to characterize our mouse bone marrow EPC population by FACS analysis and found that 83% 
of adherent cells express CD45, 57% CD14, 18% CXCR4, 9% CD31 and 8% Sca-1. These 
values are similar to previous studies in mice8 and consistent with a probable monocytic origin. 
We also found that these cells can migrate in response to VEGF stimulation and are capable of 
incorporating into a network of tubular-like structures when cocultured with mature endothelial 
cells. On the basis of these morphological and functional characteristics and in line with 
previous studies, these cells were characterized and referred to in the manuscript as PACs. 
 
PACs migration assay 
PACs migration was assessed using a modified Boyden chamber assay4. 15 000 cells in growth 
factor deprived medium were added to the upper chamber of a transwell insert (pore size 8 μm; 
Corning, Corning, NY) coated with 0,1% gelatin. The inserts were placed in a 24-well plate 
containing medium 200 with 50 ng/ml VEGF. After incubation for 6 h at 37 °C the cells which 
did not migrate were removed by wiping the upper surface with an absorbant tip. Migrated cells 
were fixed for 10 min with 3.7% formaldehyde and stained with hematoxilin. The number of 
cells that had migrated was counted in three different representative high power (200x) fields 





PACs adhesion to an endothelial monolayer 
A monolayer of HUVECs (passage 4-6) was prepared in 24 well plates. HUVECs were 
pretreated for 16 h with tumour necrosis factor-a (1 ng/ml; BD Biosciences), fixed and stained 
with DAPI (0.5 mg/ml; Life Technologies). PACs were labelled with DiI-AcLDL and 15 000 
cells were added to each well (2 wells/mouse) and incubated for 3 h at 37 °C. Non-attached cells 
were gently removed with PBS and adherent PACs were fixed with 2% paraformaldehyde and 
counted in three random fields per well4. 
 
Incorporation of PACs into HUVECs tubules 
PACs (3000) labeled 1 hour with DiI-acLDL were co-plated with HUVECs (20 000) in 96-well 
plates that had been precoated with 50μl of growth factor reduced Matrigel Matrix (Biosciences, 
San Diego, CA, USA) and cultured at 37ºC for 6 h with 50 ng/ml of VEGF. Tubular-like 
structures were photographed and the number of incorporated EPCs was determined in 6 random 
fields. A tube was defined as a straight cellular segment connecting two cell masses (nodes). No 
difference in the total number of tubes or in tube length was observed between the different 
groups (data not shown). The data are presented as number of incorporated EPCs/tube9. 
 
Western blot analysis 
Protein levels were analysed by western blots in ischemic muscles homogenates and in 
HUVECs and PACs extracts. For total protein extraction, isolated muscles from whole 
hindlimbs were rinsed in PBS to remove excess blood, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored 
at -80 °C until use. Whole-cell protein extracts were obtained after homogenization of ischemic 
muscles of the different groups of mice in icecold RIPA buffer (pH=8) containing 50 mM Tris-
HCL, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton 100x, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS 
with a cocktail of proteases and phosphatases inhibitors (MiniComplete, PhosphoStop and 
PMSF, Roche, Bâle, Switzerland). HUVECs and PACs were lysed with 50 μl of RIPA lysis 
buffer per well in 6 wells plates, harvested and sonicated. 50 μg of protein per muscle 
homogenate sample and 20 μg of protein per cells lysates sample were separated on an SDS-
polyacrylamide gel and electroblotted on nitrocellulose membranes. Non-specific binding sites 
were blocked with 5% skim milk powder in TBS-T (50 mM Tris-HCL, 140 mM NaCL, 0.05% 
Tween 20) for 1 h. The membranes were probed overnight at 4°C with the following antibodies: 
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SRCIN1 (1:1000, SNIP/pCAP140, Cell signaling Technology, Danvers, MA), phospho-SRC 
and SRC (1:1000, phosphoTYR146-  SRC, Cell signaling Technology, Danvers, MA), phospho-
AKT and AKT (1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA), phospho-eNOS and eNOS 
(1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA), phospho-p53 and p53 (1:1000, Cell 
signaling Technology, Danvers, MA) or β- actin (1:2000, Santa Cruz Biotechnology). 
Membranes were then washed three times for 10 minutes with TBS-T and incubated with 
secondary antibodies conjugated with HRP (1:2000) for 1 hour and washed with TBS-T. 
Specific proteins were detected by chemiluminescent reaction (GE Healthcare, Piscataway, NJ) 
followed by exposure to Hyperfilm ECL (GE Healthcare). Protein expression was quantified 
using ImageJ and the results are expressed as density values normalized to the loading control 




All results are mean ± SEM. Statistical significance was evaluated by ANOVA, followed by a 
Newman Keuls post hoc test. For the Laser Doppler measurements, a 2-way repeated measures 














Effect of atherosclerotic conditions on miRNA expression  
We used next generation sequencing (NGS) analyses to evaluate the expression of miRNAs in 
the ischemic muscles of hypercholesterolemic ApoE-deficient (ApoE-/-) mice and in 
normocholesterolemic control mice. miRNAs that were significantly expressed in hindlimb 
muscles (at least 1000 reads per million reads mapped-RPM) and that were modulated by 20% 
or more were selected. As seen on Figure 1A and Supplemental Figure I, 
hypercholesterolemia was mainly associated with a downregulation of miRNAs in ischemic 
muscles. 10 miRNAs were found to be upregulated, but the 8 miRNAs most strongly 
upregulated are specific to mice and not found in humans. Among downregulated miRNAs, 
miR-150 showed the most important modulation in the ischemic muscles of ApoE-/- mice 
(Figure 1A and Supplemental Figure I). miR-150 is present in mammals, including mice and 
humans. Using RT-PCR, we found that the expression of miR-150 in muscles is reduced 
following ischemia. Moreover, the expression of miR-150 is significantly impaired in 
hypercholesterolemic ApoE-/- mice, both in non-ischemic and ischemic muscles (Figure 1B). 
The expression of miR-150 is also significantly reduced in human umbilical vein endothelial 
cells (HUVECs) exposed to oxLDL (Figure 1C), but not in HUVECs exposed to native LDL 
(supplemental Figure II). miR-150 transcription has been shown to be repressed by p5318. Our 
results indicate p53 is activated in the ischemic muscles of hypercholesterolemic ApoE-/- mice 
and in HUVECs exposed to oxLDL (supplemental Figure III). This suggests that 
hypercholesterolemia and oxLDL could downregulate miR150 at least in part via p53. 
Interestingly, miR-150 was previously shown to enhance endothelial cell migration in vitro19. 
Therefore, in the following experiments, we focused on characterizing the specific role of miR-
150 in the modulation of angiogenesis and neovascularization in atherosclerotic and 
hypercholesterolemic conditions. 
 
miR-150 rescues oxLDL-induced impairment of angiogenesis in endothelial cells 
To investigate the role of miR-150 in vitro, we performed gain-of-function experiments by 
transfecting HUVECs with a miRNA mimic. Transfection efficiency was established to be more 
than 80%, as assessed using a labelled miRNA mimic control (data not shown). As seen on 
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Figure 2A and 2C, exposure to oxLDL (but not native LDL, supplemental Figure II) reduced 
tube formation in HUVECs. However, treatment with miR-150 significantly improved tube 
formation in HUVECs exposed to oxLDL. In addition, miR-150 completely rescued oxLDL-
induced impairment of cell migration in HUVECs (Figure 2B and 2D).  
 
Effect of miR-150 on ischemia-induced neovascularization in atherosclerotic conditions 
Hindlimb perfusion was evaluated after surgically-induced ischemia by serial Laser Doppler 
perfusion imaging (LDPI) studies (Figure 3A and 3B). Compared to controls, blood flow 
recuperation was significant impaired in hypercholesterolemic ApoE-/- mice at day 14 after 
surgery (Doppler flow ratio (DFR) 0.39+/-0.03 vs. 0.55±0.05; p<0.05). However, ApoE-/- mice 
treated intramuscularly with a miR-150 mimic showed dramatic improvements of perfusion 
(0.71+/-0.07 vs. 0.39+/-0.03; p<0.05) and were therefore completely protected against 
hypercholesterolemia-induced impairment of blood flow recuperation (Figure 3B). Clinically, 
this was correlated with a reduction of ambulatory impairment in mice treated with miR-150 
mimic (Figure 3C). A similar effect was observed at the microvascular level. 
Hypercholesterolemic ApoE-/- mice exhibited reduced capillary and arteriolar densities in 
ischemic muscles (Figure 3D-F). However, intramuscular treatment with miR-150 mimic 
significantly increased vascular densities in the ischemic muscles of ApoE-/- mice. 
 
miR-150 rescues the number and the functional activities of PACs 
PACs have been shown to reach sites of neovascularization where they can contribute to the 
formation of new blood vessels5. However the number and the functional activities of PACs are 
impaired in patients presenting atherosclerotic conditions, including hypercholesterolemia15. 
Here we found that the number of bone marrow-derived PACs is significantly reduced in 
hypercholesterolemic ApoE-/- mice (Figure 4A and 4B). Moreover, the functional activities of 
PACs including migration (Figure 4C), integration into endothelial cell tubules (Figure 4D) 
and attachment to endothelial cells (Figure 4E) were all impaired in ApoE-/- mice. However, 
treatment with miR-150 mimic restored the number and the functional activities of PACs in 





miR-150 promotes angiogenesis via activation of Src pathway  
miR-150 has previously been shown to directly target SRC kinase signaling inhibitor 1 
(SRCIN1), an important regulator of Src activity20. Src is a tyrosine kinase that is known to be 
required during VEGF-induced angiogenesis and vascular permeability7. Here we found that 
SRCIN1 expression is significantly increased in the ischemic muscles of hypercholesterolemic 
ApoE-/- mice (Figure 5A-B). This is associated with a reduced activation of Src, together with 
an inhibition of Src downstream signaling including Akt and eNOS. Interestingly, Src 
angiogenic pathway is completely restored in ApoE-/- mice that are treated with a miR-150 
mimic (Figure 5A-B). Similar findings are also observed in HUVECs, where exposure to 
atherosclerotic oxLDL leads to increased expression of SRCIN1 and inhibition of Src, Akt and 
eNOS activities (Figure 5C).  However, miR-150 treatment can reduce SRCIN1 expression and 
restore Src signaling pathway in HUVECs exposed to oxLDL (Figure 5D). We found that the 
angiogenic activities of miR-150 in HUVECs (tube formation and cell migration) are abolished 
when the cells are also treated with the specific Src kinase inhibitor SKI-1 (Figure 5E-F). In 
addition, inhibition of miR150 using an antimiR increases SRCIN1 expression and reduces 
endothelial cell migration and tube formation (Figure 6A-B). We also demonstrate that 
similarly to miR150 induction, down-regulation of SRCIN1 using siRNA can restore Src 
pathway and angiogenic functions (migration, tube formation) in endothelial cells exposed to 
oxLDL (Figure 6C-D). Our data also suggest that Src pathway is involved in PACs, as we found 
that isolated PACs exposed to oxLDL exhibit increased expression of SRCIN1 and impaired 






 To our knowledge, the present study is the first one to document the effect of 
hypercholesterolemia on the modulation of microRNAs in ischemic tissues. It is also the first 
demonstration of the essential role of a microRNA (miR-150) for the modulation of 
angiogenesis and ischemia-induced neovascularization during atherosclerotic conditions. 
Although miRNAs are increasingly recognized as essential factors involved in a variety of 
physiological processes, their specific role for the modulation neovessel development during 
different pathological conditions remains to be defined. Moreover, the effect of cardiovascular 
risk factors on the expression levels of miRNAs, and how this might influence the angiogenic 
response following ischemia is currently unknown. Patients with atherosclerotic diseases often 
exhibit several conditions that have been shown to impair neovascularization in response to 
ischemia1. This could at least in part explain the lack of efficacy of pro-angiogenic therapies in 
atherosclerotic patients, compared to the positive results obtained in young and healthy 
animals21. Hypercholesterolemia is one of the most important conditions associated with the 
development of atherosclerotic diseases. It is involved in the initiation and growth of the 
atherosclerotic lesion, which progressively causes vascular obstruction, leading to acute or 
chronic tissue ischemia22. On the other hand, hypercholesterolemia has also been associated 
with defective reparative processes occurring in response to ischemia. For instance, reduced 
ischemia-induced neovascularization has been described in several hypercholesterolemic 
animal models12-14, 23. Moreover, the number and the functional activities of PACs are reduced 
in hypercholesterolemic patients with or without clinically apparent atherosclerotic diseases15, 
24. However, the specific mechanisms that are involved in the inhibition of neovascularization 
and PAC function by hypercholesterolemia are not completely understood. The present study 
uncovered a novel mechanism by which modulation of miRNA expression could contribute to 
inhibit ischemia-dependent reparative responses in hypercholesterolemic conditions. It 
demonstrates for the first time that reduced expression of miR-150 in atherosclerotic conditions 






miR-150 is evolutionarily conserved and found in mammals, including mice and 
humans. Recent evidence suggests that miR-150 is involved in the regulation of 
embryogenesis25 as well as normal and malignant haematopoiesis26. miR-150 has also been 
shown to promote the proliferation and migration of cancer cells20, and is thought to play an 
important role in solid tumours27. Interestingly, miR-150 was recently shown to be involved in 
endothelial cell differentiation and vasculogenesis28. In the current study, we demonstrate that 
miR-150 is also crucial for the physiological response to tissue ischemia in atherosclerotic 
conditions. We found that the expression of miR-150 is reduced both in endothelial cells 
exposed to oxLDL and in the ischemic muscles of hypercholesterolemic mice. Although we did 
not specifically investigate the mechanism(s) involved in the downregulation of miR150, it was 
previously shown that p53 binds to regulatory sequences in the upstream of miR-150 and 
represses its transcription18. We found that p53 is activated in the ischemic muscles of 
hypercholesterolemic ApoE-/- mice and in HUVECs exposed to oxLDL. This suggests that 
hypercholesterolemia and oxLDL could downregulate miR150 at least in part via p53. 
Interestingly, the expression of miR-150 is reduced in the serum of hypercholesterolemic 
patients29 and in patients with coronary artery diseases (CAD)30. In the current study, 
supplementation of miR-150 with a miR mimic could restore the angiogenic properties of 
endothelial cells exposed to oxLDL. More importantly, using a well characterized model of 
hindlimb ischemia, we show that miR-150 supplementation could have important therapeutic 
effects in the setting of ischemia. Hypercholesterolemic animals treated with miR-150 
demonstrated significant improvement of blood flow recovery and overall mobility compared 
to controls. At the microvascular level, this was associated with increased capillary and 
arteriolar densities in ischemic muscles of treated animals. These pro-angiogenic effects of miR-
150 are consistent with previous studies demonstrating that secreted monocytic miR-150 
enhances endothelial cell migration in vitro19 and promotes angiogenesis in vivo in a matrigel 
plug assay31. Neutralization of miR-150 has also been shown to reduce angiogenesis and tumour 
development in vivo32. On the other hand, other studies have reported that miR-150 could have 
anti-angiogenic effects in specific conditions such as poststroke cerebral angiogenesis33 and 
pathological ocular neovascularization34. Globally, these results indicate that the physiological 




The mechanism by which miR-150 modulates angiogenesis and neovascularization after 
ischemia appears to involve Src pathway. One of the direct targets of miR-150 is SRC kinase 
signaling inhibitor 1 (SRCIN1)20. SRCIN1, also known as p140 Cas-associated protein 
(p140CAP), is an important regulator of Src. It can shift the balance from active to inactive Src 
by phosphorylating the inhibitory Tyr52735. In cancer cells, the silencing of SRCIN1 favours 
cell proliferation, motility and invasion in vitro as well as tumour growth in vivo35. Interestingly, 
miR-150 was recently shown to promote the proliferation and migration of lung cancer cells by 
targeting SRCIN120. The specific role of SRCIN1 in angiogenesis and ischemia-induced 
neovascularization is unknown. However, Src is recognized as an important modulator of 
VEGF-induced angiogenesis7. Moreover, Src activation can stimulate other important pathways 
that are involved in angiogenesis and neovascularization such as PI3K/Akt, and eNOS9. In the 
current study, we found that reduced miR-150 levels correlated with increased expression of 
SRCIN1 in the ischemic muscles of hypercholesterolemic mice and in HUVECs exposed to 
oxLDL. Increased levels of SRCIN1 were in turn associated with a significant reduction of 
phosphorylated Src. Importantly, miR-150 treatment could reduce SRCIN1 expression and 
restore Src activity, both in vitro and in vivo. We also demonstrate that miR-150 
supplementation can stimulate Src/Akt/eNOS pathways and improve angiogenesis and 
neovascularization in these conditions. The importance of Src pathway is also illustrated by the 
fact that a direct inhibitor of Src abolished the pro-angiogenic activities of miR-150 in 
endothelial cells. We also found that inhibition of miR150 increases SRCIN1 expression and 
reduces endothelial cell migration and tube formation. Moreover, similarly to miR150 
induction, down-regulation of SRCIN1 using siRNA can restore Src pathway and angiogenic 
functions in endothelial cells exposed to oxLDL. Taken together, our results suggest that 
reduced expression of miR-150 in atherosclerotic conditions increases SRCIN1 levels, which 
leads to impaired Src activity and defective angiogenesis. It is important to recognize however 
that miRNAs may have dozens or even hundreds of targets. Therefore, our study does not rule 
out the possibility that apart from SRCIN1, other factors could contribute to the pro-angiogenic 
effects of miR-150. For instance, in other experimental conditions, miR-150 has previously been 
shown to promote angiogenesis by directly or indirectly modulating targets such as c-myb19 and 




The results of the present study suggest that PACs could also be involved in the 
modulation of neovascularization by miR-150. PACs have been shown to reach ischemic tissues 
where they can improve neovascularization either directly by incorporating into new vessels, or 
more often indirectly through paracrine secretion of angiogenic growth factors5. Here we found 
that both the number and the functional activities of PACs were reduced in 
hypercholesterolemic mice. However, treatment with miR-150 mimic following surgically-
induced hindlimb ischemia could restore the number and the functional activities of PACs 
(migration, adhesion, integration into tubules) in these animals. miRNAs are increasingly 
recognized as important regulators of stem and progenitor cells36. The stimulating effect of miR-
150 on PACs in the current study is consistent with previous reports demonstrating the 
importance of this miRNA for the development of cell lineages involved in immune response37 
and vascular development28. The specific mechanisms responsible for the modulation of PAC 
functions by miR-150 remain to be determined. Isolated PACs exposed to oxLDL exhibit 
increased expression of SRCIN1 and impaired activation of Src that can be rescued by forced 
expression of miR-150. Therefore, similarly to what was found in mature endothelial cells, it is 
possible that Src pathway is also involved in the modulation of PACs by miR-150. For instance, 
a critical role of Src family kinase was recently described in SDF-1/CXCR4-mediated bone 
marrow progenitor cell recruitment to the ischemic heart38. Moreover, Src can activate 
endothelial nitric oxide synthase (eNOS)9, a factor that has been shown to have an essential role 
for the modulation of PAC number and function39. Therefore, it is plausible that miR-150 
improves PAC functions by stimulating Src pathway, an effect that could be impaired in 
atherosclerotic conditions such as hypercholesterolemia. 
 
In conclusion, our study demonstrates for the first time that reduced miR-150 expression 
contributes to reduce angiogenesis and ischemia-induced neovascularization in atherosclerotic 
conditions. The mechanism involves increased expression of SRCIN1, downstream inhibition 
of the angiogenic Src pathway, together with impaired angiogenic activities of mature 
endothelial cells and PACs. Our results also suggest that forced expression of miR-150 using a 
miR mimic could constitute a novel therapeutic strategy to improve ischemia-induced 
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• Development of new blood vessels after ischemia (neovascularization) is impaired in 
patients presenting atherosclerotic conditions, including hypercholesterolemia. 
• microRNA-150 is reduced in atherosclerotic conditions, which leads to inactivation of 
Src pathway and impaired angiogenic activities of mature endothelial cells and pro-
angiogenic cells (PACs). 
• Forced expression of miR-150 using a miR mimic could constitute a novel therapeutic 



















Figure 1: Effect of atherosclerotic conditions on miRNA expression. A. Relative expression 
of miRNAs (pool of 3 mice/group) in the ischemic muscles of hypercholesterolemic ApoE 
knockout mice (HC) and in normocholesterolemic control mice (NC) as assessed by next 
generation sequencing (NGS). B-C. Relative expression of miR-150 in non-ischemic muscles 
(n=6) and in ischemic muscles (n=3) of NC and HC mice (B) and in HUVECs exposed or not 
to 50 µg/ml of oxLDL (C, n=3) as quantified by real-time qPCR. CTL=controls. Data are mean 
± SEM. * P<0.05 vs. CTL or non-ischemic NC, # P<0.05 vs. ischemic NC. 
 
Figure 2: Effect of oxLDL exposure and miR-150 treatment on angiogenesis in endothelial 
cells. A-C. Evaluation of angiogenesis in vitro using a matrigel assay in HUVECs exposed or 
not to oxLDL (50 µg/ml) and treated or not with miR-150 mimic. B-D. Evaluation of cell 
migration in vitro using a scratch assay in HUVECs exposed or not to oxLDL (50 µg/ml) and 
treated or not with miR-150 mimic. Control groups (CTL and oxLDL) were treated with a 
scrambled miR mimic control. Data are mean ± SEM (n=4). * P<0.05 vs. CTL; # P<0.05 vs. 
oxLDL. Scale bar=100 μm. 
 
Figure 3: Effect of hypercholesterolemia and miR-150 treatment on ischemia-induced 
neovascularization. Representative results (A) and quantification (B) of Laser Doppler 
measurements after hindlimb ischemia in normocholesterolemic control mice (NC) and 
hypercholesterolemic ApoE knockout mice (HC) treated or not with miR-150. Control groups 
(NC and HC) were treated with a scrambled miR mimic control. A color scale illustrates blood 
flow variations from minimal (dark blue) to maximal (red) values. Arrows indicate left ischemic 
hindlimbs. C. Evaluation of ambulatory impairment in the different groups. D-F. Representative 
images of CD31 immunostaining (D) and quantification of capillaries (E) and arterioles (F) in 
ischemic muscles of the different groups. Negative control (insert in NC) was performed by 
omitting the primary CD31 antibody. Data are mean ± SEM (n=8/group). *P<0.05 vs. NC; 




Figure 4: Effect of hypercholesterolemia and miR-150 treatment on PAC number and 
function. Representative pictures (A) and quantification (B) of triple-stained PACs (DAPI, BS-
1 lectin-FITC and DiI-acLDL) isolated 14 days after hindlimb ischemia in 
normocholesterolemic control mice (NC) and hypercholesterolemic ApoE knockout mice (HC) 
treated or not with miR-150. Control groups (NC and HC) were treated with a scrambled miR 
mimic control. C. VEGF-induced PAC migration was assessed using a modified Boyden 
chamber assay. D-E. Representative pictures and quantification of PAC (red) integration into 
HUVEC tubules in matrigel (D) and adhesion to a HUVEC monolayer (E) in the different 
groups. Data are mean ± SEM (n=8/group). *P<0.05 vs. NC; #P<0.05 vs. HC. Scale bar=50 μm 
(A) and 100 µM (D and E). 
 
Figure 5: miR-150 promotes angiogenesis via activation of Src pathway. A-D. 
Representative western blots and quantitative analyses of SRCIN1, P-Src, P-Akt and P-eNOS 
expression in the ischemic muscles of normocholesterolemic control mice (NC) and 
hypercholesterolemic ApoE knockout mice (HC) treated or not with miR-150 (n=5/group) (A-
B) and in HUVECs treated or not with oxLDL and miR-150 (n=3) (C-D). Data are mean ± 
SEM.   *P<0.05 vs. CTL; #P<0.05 vs. HC. E-F. Representative images (E) and quantification 
(F) of tube formation and cell migration in HUVECs treated or not with miR-150 and increasing 
concentrations of the specific Src kinase inhibitor SKI-1 (n=3). *P<0.05 vs. cells treated with 
miR-150 only. Scale bar=100 μm. 
 
Figure 6: Interrelation between miR-150 and SRCIN1 and their role for endothelial cell 
angiogenic activities. A-B. Western blot analyses of SRCIN1 and P-Src (A) and quantitative 
analyses of tube formation and cell migration (B) in HUVECs transfected with anti-miR150 or 
anti-miR control (CTL). C-D. Western blots analyses of SRCIN1 and P-Src (C) and quantitative 
analyses of tube formation and cell migration (D) in HUVECS treated with oxLDL and 
transfected with siSrambled (siCTL) or siSRCIN1. Data are mean ± SEM (n=3). *P<0.05 vs. 




Supplemental Figure I. Detailed list of the relative expression of miRNAs in the ischemic 
muscles of hypercholesterolemic ApoE knockout mice (HC) compared to 
normocholesterolemic control mice (NC), as assessed by next generation sequencing (NGS). 
 
Supplemental Figure II. Effect of native LDL on miR-150 expression and angiogenesis in 
HUVECs. Evaluation of miR-150 expression by RT-PCR (A), tube formation in a matrigel 
assay (B) and cell migration in scratch assay (C) in HUVECs exposed or not to 50 μg/ml of 
native LDL. Data are mean ± SEM (n=3). 
 
Supplemental Figure III. Effect of hypercholesterolemia and oxLDL on p53 activation in 
ischemic muscles and HUVECs. A. Western blot analysis of phospho-p53 in ischemic muscles 
of normocholesterolemic mice (NC) and hypercholesterolemic mice (HC), 3 days after surgery. 
B. Western blot analysis of phospho-p53 in HUVECs exposed or not to oxLDL (50 μg/ml). Data 
are mean ± SEM (n=5). * P<0.05 vs CTL or NC. 
 
Supplemental Figure IV. Effect of oxLDL exposure and miR-150 treatment on Src 
pathway in PACs. Western blot analyses of SRCIN1, phospho-Src and phospho-eNOS in 
PACs exposed or not to oxLDL (50 μg/ml) and treated or not with miR-150 mimic in vitro. Data 































































































Reduced expression of microRNA-146b contributes to impair ischemia-
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Objective: Hypercholesterolemia is an atherosclerotic condition associated with endothelial 
dysfunction and impaired neovascularization in response to ischemia. This study sought to 
define the role of the anti-inflammatory microRNA 146b (miR-146b) in that pathophysiology. 
Approach and Results: qRT-PCR analyses showed that the expression of miR-146b is 
significantly reduced in the ischemic muscles of hypercholesterolemic ApoE-deficient (ApoE-
/-) mice, and in HUVECs exposed to oxLDL. Inhibition of miR-146b (antimiR-146b) in native 
HUVECs impairs angiogenesis in vitro. On the other hand, forced expression of miR-146b using 
a miR mimic can rescue oxLDL-mediated impairment of endothelial cell migration and tubule 
formation. Using a mouse model of hindlimb ischemia, we found that intramuscular injection 
of miR-146b mimic restores blood flow recuperation, increases vascular densities in ischemic 
muscles, and reduces ischemic damages in hypercholesterolemic ApoE-/- mice. In addition, 
miR-146b treatment also increases the number and the functional activities of pro-angiogenic 
cells (PACs). Specific luciferase assays in HUVECs indicate that TNF-α-associated- factor-6 
(TRAF6) is a direct target of miR-146b, and that this pathway is involved in the anti-
inflammatory and angiogenic effects of miR-146b. Moreover, in atherosclerotic conditions, 
miR-146b treatment of HUVECs in vitro and ischemic muscles in vivo can prevent the induction 
of TRAF6 and the downstream activation of inflammatory factors such as TNF-α and VCAM1. 
Conclusions: Hypercholesterolemia is associated with reduced expression of miR-146b, 
increased activation of pro-inflammatory factors and inefficient neovascularisation in response 
to ischemia. Forced expression of miR-146b using a miR mimic could constitute a novel 
therapeutic strategy to reduce inflammation and improve ischemia- induced neovascularization 













ApoE: Apolipoprotein E   
DFR: doppler flow ratios  
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells 
HC: hypercholesterolemia  
miR: microRNA 
oxLDL: oxidized low-density lipoprotein  
PAC: pro-angiogenic cell  
TNF-α: tumor necrosis factor-alpha 
TRAF6: TNF Receptor Associated Factor 6 





Hypercholesterolemia and oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) are two 
atherosclerotic conditions involved in the development of endothelial dysfunction, an initial key 
step involved in several cardiovascular diseases [1-5]. These atherosclerotic conditions are 
known to stimulate the production of several pro-inflammatory cytokines, which creates a 
sustained inflammatory microenvironment in blood vessels and causes injuries to the vascular 
endothelium. Among the different cytokines induced by hypercholesterolemia and oxLDL, 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is known to play an important role in the endothelial 
dysfunction [6, 7]. On one hand, TNF-α is a key pro-inflammatory mediator that can activate 
nuclear factor kappa B (NF-κB), a transcription factor involved in the stimulation of several 
pro-atherogenic molecules including vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). VCAM-1 
is expressed by dysfunctional endothelial cells (ECs) and allows adhesion of monocytes to the 
endothelium which amplifies the inflammatory loop [7-9]. On the other hand, TNFα is also 
known to induce intracellular reactive oxygen species (ROS), another factor involved in 
endothelial dysfunction and vascular diseases [7, 9, 10]. 
 
Following vascular occlusion, the severity of ischemic damages to tissues depends on 
the physiological capacity of the organism to form new blood vessels (neovascularization) [11]. 
Postnatal neovascularization depends on the ECs present in pre-existing blood vessels, but also 
involves the contribution of bone marrow-derived pro-angiogenic cells (PACs) [12, 13]. PACs 
have been shown to be mobilized and recruited in ischemic sites. They can stimulate 
neovascularization through the secretion of several pro-angiogenic molecules [12, 13]. 
Interestingly, previous studies have shown that clinical atherosclerotic conditions including 
hypercholesterolemia, smoking, aging and diabetes are also associated with impaired 
neovascularisation in response to ischemia in various animal models [14-20]. These risk factors 
are also known to increase the level of oxidative stress and inflammation, 2 factors involved in 
EC and PAC dysfunction [21, 22]. However, the precise role of inflammation in the modulation 
of ischemia-induced neovascularization, especially in atherosclerotic conditions, is currently 
unknown. In fact inflammation has been associated with increased or decreased 
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neovascularization depending on the pathological context, the inflammatory cell types involved 
and the intensity and duration of the inflammatory response  [23-24].  
 
The recent emergence of microRNAs (miRs) as post-transcriptional regulators of gene 
expression has revolutionized the understanding of biological processes. miRs are endogenous 
non-coding small RNA (20-25 nucleotides) known to repress the expression of a wide range of 
specific messenger RNA (mRNA) involved in different physiological and pathological 
processes. It is now recognized that the modulation of miR expression by atherosclerotic 
conditions is associated with several cardiovascular diseases including stroke, heart failure and 
peripheral ischemia [25,26]. Recent studies using animal models have reported that a therapy 
based on the modulation of specific miRs can decrease the development of atherosclerosis [27]  
and improve endothelial function [28]. It has also been recently shown that it is possible to 
modulate neovascularization by targeting angiogenic miRs [14, 29-31]. However, the specific 
role of miRs for the modulation of inflammation in the context of physiological ischemia-
induced neovascularization is currently unknown. 
 
In the present report, we investigated the role of miR-146b in the impairment of 
ischemia-induced neovascularization in hypercholesterolemic conditions. miR-146 is a negative 
regulator of several pro-inflammatory molecules including tumor necrosis factor associated 
protein-6 (TRAF6), an important mediator involved in the TNFα pathway [32-34]. Our results 
show that the expression of miR-146b is significantly reduced by hypercholesterolemia and 
oxLDL, and that this correlates with increased activation of TNF-α/TRAF6 inflammatory 
pathway and impaired angiogenic functions of ECs and PACs. In addition, our results show for 
the first time that forced expression of miR-146b improves post-ischemic neovascularisation in 
hypercholesterolemic mice. miR-146b supplementation could constitute a novel therapeutic 











Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were purchased from Life Technologies 
(Carlsbad, CA) and cultured in medium 200 (Life technologies) supplemented with 8% fetal 
bovine serum (FBS, Wisent, St-Jean-Baptiste, QC, Canada), 100 IU/ml penicillin/0.1 mg/ml 
streptomycin (Wisent) and low serum growth supplement (LSGS; 2% FBS, 3 ng/ml bFGF, 10 
mg/ml heparin, 1 mg/ml hydrocortisone, and 10 ng/ml EGF; Life Technologies). In some 
experiments, HUVECs were exposed at different time points (3h, 66, 24h) with oxLDL (50 
µg/ml, Biomedical Technologies). Cells were grown at 37 °C, 5% CO2 and 95% air, and the 
medium was changed every 2 days. HUVECs were passaged when they reached 90% confluence 
and passages 3-6 were used for all experiments. In additional experiment, Human leukemia 
monocyte cell line (THP-1) was used and cultured in suspension in RPMI 1640 (Wisent #350-
000-CL) supplemented with 10% FBS, 100 IU/ml penicillin/0.1 mg/ml streptomycin. THP-1 
were grown at 37 °C, 5% CO2 and 95% air, and the medium was changed every 2 days. 
 
miR isolation and qRT-PCR analysis  
miRNA was extracted from ischemic hindlimb muscles (1 day after surgery) or in HUVECs 
exposed or not with oxLDL for 24h using the Ambion mirVana™ miRNA isolation kit (Life 
Technologies) according to the manufacturer’s protocol. Quantification of total RNA was made 
with a nanodrop and 50 ng of total RNA was reverse transcribed using the TaqMan MicroRNA 
Reverse Transcription Kit (Life Technologies) as described by the manufacturer. Before use, 
RT samples were diluted 1:5. Gene expression level was determined using Taqman MicroRNA 
assays (Cat. # 4427975, Life Technologies). qPCR reactions were performed using 1-5 ng of 
cDNA samples, using Perfecta qPCR Fastmix II (Quanta) and 2 µM of miR-146b primer. The 
Viia7 qPCR instrument (Life Technologies) was used to detect the amplification level and was 
programmed with an initial step of 20 sec at 95˚C, followed by 40 cycles of: 1 sec at 95˚C and 
20 sec at 60˚C. Relative expression (RQ = 2-CT) was calculated using the Expression Suite 





miRNA transfection in HUVECs 
Transfections were carried out at a concentration of 50 nM using Lipofactamine RNAiMAX 
Reagent (Life Technologies) according to the manufacturer’s protocol. HUVECs were 
transfected 24 hours after being plated in 6-well plates with the following miRs purchased from 
Dharmacon (GE Healthcare Dharmacon, Lafayette, CO): miRIDIAN miR mimic negative 
control #1, miRIDIAN miR mimic hsa-miR146b-5p, miRIDIAN anti-miR negative control #1, 
miRIDIAN anti-miR hsa-miR146b-5p hairpin inhibitor. After 24 hours, the transfection 
medium was replaced with antibiotic-free complete M200 medium and cells were exposed or 
not to 50µg/ml of oxLDL for 24h. For luciferase assay experiments, miRNA transfection was 
performed 24h after vector transfection. Transfection efficiency was measured using a mimic 
transfection control Dy547 (Dharmacon) and found to be 80-90%.  
 
Luciferase constructs and vectors transfection 
3′ UTR Luciferase constructs pMIR-REPORTTM plasmids containing 500 bp of wild-type 3′ 
UTRs of TRAF6 (TRAF6-wt UTR) were cloned downstream of a CMV-driven Firefly 
Luciferase cassette. Mutated versions of these constructs (TRAF6- mut-UTR) carrying 4-bp 
substitutions in the miR-146b target sites were constructed by site-directed mutagenesis. To 
analyse the interrelation of miR-146b and TRAF6 in HUVECs activated or not by oxLDL, 
HUVECs were co-transfected using 50 nM using Lipofactamine RNAiMAX Reagent (Life 
Technologies) according to the manufacturer’s protocol with one of these plasmids (TRAF6-wt 
UTR or TRAF6-mut UTR) and a Renilla luciferase control vector (pRL-TK) for 24h. HUVECs 
were allowed to recover for 24h in complete medium (see cell culture) before oxLDL treatment 
experiments or miR-146b mimic transfection experiments (see miRNA transfection in 
HUVECs). Firefly and Renilla luciferase activities were quantified using a Dual-Luciferase 
Reporter Assay System and Firefly luciferase activity was normalized for Renilla activity to 
control for transfection efficiency differences. 
 
Detection of intracellular reactive oxygen species (O2-) 
Generation of superoxide anions (O2-) in HUVECs were assessed with the fluoroprobes 
dihydroethidium (DHE, Molecular probes). Fluorescence intensities were quantified using 
image J, with the same threshold for each experiment.  
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THP-1 monocyte adhesion assay 
Monocyte adhesion to ECs was assessed by co-incubation of THP-1 and HUVECs for 1h. 
Briefly, 50 000 THP-1 cells pre-stained with Calcein AM (Life Technologies) where co-
incubated with confluent HUVECs in 24-wells plate. Cells were washed three times with PBS 
and adhered THP-1 cells were counted in 10 fields per well using fluorescence microscopy. 
Before the incubation of THP-1, HUVECs were transfected or not with miR-146b mimic, anti-
miR-146b or appropriate controls for 24h and exposed or not to 50µg/ml of oxLDL for 24h.   
 
HUVECs capillary-like tube formation on Matrigel  
The angiogenic activity of HUVECs was determined using the Matrigel tube formation assay. 
Briefly, after transfection, HUVECs were plated at a density of 20 000 cells/well in 96-well 
plates precoated with 50 μl of growth factor reduced Matrigel Matrix (Becton Dickinson 
Labware, Bedford, MA) and cultured at 37 C for 24h with 10% of FBS. HUVECs were 
transfected or not with miR-146b mimic, anti-miR-146b or appropriate controls for 24h, and 
exposed or not with 50µg/ml of oxLDL for 24h. Capillary-like tubes were observed under a 




Measurement of migration was performed by an adapted scratch assay in confluent HUVECs. 
The cells were transfected and grown to near confluence in 24-well plates and exposed or not 
to 50µg/ml of oxLDL. Mechanical disruption of the monolayer was realized by scraping with a 
pipette tip. Migration was assessed using an inverted microscope at a magnification of 200x by 
an investigator blinded to the experimental conditions. Three fields per well were evaluated and 
all experiments were performed in duplicate. Migration is represented as the % of migration 
area. 
 
Murine ischemic hindlimb model  
The protocol was approved by the Comité Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) of 
the Centre Hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM). 6 to 8-week-old 
hypercholesterolemic ApoE-/- mice were purchased from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) 
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and put on a western-type diet (1.25% cholesterol, 15% cocoa butter, 0.5% sodium cholate, 
Teklad 90221for 5 weeks before the ischemia. Unilateral hindlimb ischemia was surgically 
induced after anesthesia with 2% isoflurane as previously described[35]. Mice were injected 
intramuscularly with 5 mg/kg of in vivo ready mirVana® miRNA mimic mmu-miR146-5p, or 
mirVana® miRNA mimic negative control #1 (Life technologies). This dose was chosen based 
on preliminary experiments showing optimal transfection efficiency in muscles. miRNAs were 
administered in a solution of Max suppressor RNA-LANCEr II (Bioo Scientific, Austin, TX) 
according to the manufactory’s recommendations. Ischemic damages were evaluated using a 
scale from 1 (no damage) to 4 (lost finger)[36]. The mice were killed at predetermined arbitrary 
time points after surgery with an overdose of sodium pentobarbital. 
 
Monitoring of blood flow 
Hindlimb blood flow (6-8 mice/group) was monitored with a Laser Doppler perfusion imager 
(LDPI) system (Moor Instrument Ltd., Axminster, UK) after anesthesia with a ketamine-
dexmetedomidine solution (50 mg/kg and 0.5 mg/kg, IP)[35]. Laser Doppler measurements 
were performed by a single observer blinded to the treatment group at days 7 after surgery. After 
LDPI measurements, dexmetedomidine was antagonized with a solution of Atopamezole 
(1mg/kg, SC). To account for variables such as ambient light and temperature, the results are 
expressed as the ratio of perfusion in the left (ischemic) vs. right (non-ischemic) hindlimb.  
 
Capillary histochemistry  
Whole ischemic hindlimbs were harvested 7 days after surgery and immediately fixed in 
Tissufix (Chaptec, Montreal, QC, Canada) overnight. After bones were carefully removed, 3 
mm thick tissue transverse sections of the hindlimbs were cut at the level of the gastrocnemius 
muscle and paraffin-embedded so that the whole leg could be analyzed on each section. 
Identification of endothelial cells was performed by immunohistochemistery for CD31 with a 
rat monoclonal antibody directed against mouse CD31 (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA). 
Negative control was performed in same condition without the primary antibody (CD31). 
Capillaries were counted by a single observer blinded to the treatment regimen at a 200x 




PACs isolation and characterization 
7 days after hindlimb ischemia, mouse bone marrow mononuclear cells were isolated from the 
femora and tibiae by flushing the bone marrow cavities using culture medium, and kept on 
fibronectin-coated (Sigma, St. Louis, MO) plates. After 4 days in culture, non-adherent cells 
were removed by thorough washing with PBS. Adherent cells were stained with DAPI (0.5 
mg/ml; Life Technologies),1,10-dictadecyl-3,3,30,30 acetylated low-density lipoprotein (DiI-
acLDL, 2.5 mg/ml for 1 h, Life Technologies) and FITC-labelled lectin BS-1 (Bandeiraea 
simplicifolia, 10 mg/ml for 1 h, Sigma, St-Louis, MO). Bone marrow PACs were characterized 
as adherent cells that were positive for both DiI-acLDL uptake and lectin binding as previously 
described[35]. 
 
PACs adhesion to an endothelial monolayer 
A monolayer of HUVECs (passage 4-6) was prepared in 24 well plates. HUVECs were 
pretreated for 16 h with tumour necrosis factor-a (1 ng/ml; BD Biosciences), fixed and stained 
with DAPI (0.5 mg/ml; Life Technologies). PACs were labelled with DiI-AcLDL and 15 000 
cells were added to each well (2 wells/mouse) and incubated for 3 h at 37 °C. Non-attached cells 
were gently removed with PBS and adherent PACs were fixed with 2% paraformaldehyde and 
counted in three random fields per well[35]. 
 
Incorporation of PACs into HUVECs tubules 
PACs (3000) labeled 1 hour with DiI-acLDL were co-plated with HUVECs (20 000) in 96-well 
plates that had been precoated with 50μl of growth factor reduced Matrigel Matrix (Biosciences, 
San Diego, CA, USA) and cultured at 37ºC for 24 h with 10% FBS. Tubular-like structures were 
photographed and the number of incorporated EPCs was determined in 6 random fields. A tube 
was defined as a straight cellular segment connecting two cell masses (nodes). No difference in 
the total number of tubes or in tube length was observed between the different groups (data not 
shown). The data are presented as number of incorporated EPCs/tube[37].  
 
PACs proliferation assay 
PACs proliferative capacity was determined using MTS (Celltiter 96 aqueous non-radioactive 
cell-proliferation) assay obtained from Promega (Madison, WI). Briefly, 3000(?) PACs were 
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plated in 96 well plates and incubated for 24h with 10% FBS. MTS was added to each well to 
achieve final concentrations of 0.04 mg/ml.  Proliferation was quantified after 4 h by 
densitometric analysis of MTS tetrazolium compound. Optical density was recorded with a 
microplate reader at 490 nm. Readings were corrected for background optical density by 
subtracting the readings from EBM/MTS incubated at the same time in the absence of PACs. 
The results performed in triplicates are represented. 
 
Western blot analysis  
Protein levels were analysed by western blots in ischemic muscles homogenates and in 
HUVECs extracts. For total protein extraction, isolated muscles from whole hindlimbs were 
rinsed in PBS to remove excess blood, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at -80 °C until 
use. Whole-cell protein extracts were obtained after homogenization of ischemic muscles of the 
different groups of mice in ice cold RIPA buffer (pH=8) containing 50 mM Tris-HCL, 150 mM 
NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton 100x, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS with a cocktail of 
proteases and phosphatases inhibitors (MiniComplete, PhosphoStop and PMSF, Roche, Bâle, 
Switzerland). HUVECs were lysed with 50 µl of RIPA lysis buffer per well in 6 wells plates, 
harvested and sonicated. 50 µg of protein per muscle homogenate sample and 20 µg of protein 
per cells lysates sample were separated on an SDS-polyacrylamide gel and electroblotted on 
nitrocellulose membranes. Non-specific binding sites were blocked with 5% skim milk powder 
in TBS-T (50 mM Tris-HCL, 140 mM NaCL, 0.05% Tween 20) for 1 h. The membranes were 
probed overnight at 4°C with the following antibodies: TRAF6 (1:1000, Cell signaling 
Technology, Danvers, MA), TNF-α (1:1000, phosphoTYR146-SRC, Cell signaling 
Technology, Danvers, MA), VCAM-1 (1:1000, Cell signaling Technology, Danvers, MA), or 
β-actin (1:2000, Santa Cruz Biotechnology). Membranes were then washed three times for 10 
minutes with TBS-T and incubated with secondary antibodies conjugated with HRP (1:2000) 
for 1 hour and washed with TBS-T. Specific proteins were detected by chemiluminescent 
reaction (GE Healthcare, Piscataway, NJ) followed by exposure to Hyperfilm ECL (GE 
Healthcare). Protein expression was quantified using ImageJ and the results are expressed as 





Statistical analysis  
All results are mean ± SEM. Statistical significance was evaluated by unpaired T test or ANOVA 
followed by a Newman Keuls post hoc test.  A value of P<0.05 was interpreted to denote 

























Hypercholesterolemia leads to decreased miR-146b expression and activation of TRAF6 
inflammatory pathway.  
Previous studies have shown that decreased physiological expression of miR-146b is associated 
with inflammation and endothelial dysfunction [32-34, 38-39]. However, the effects of 
hypercholesterolemia and oxLDL on the expression of miR-146b in a context of tissue ischemia 
is unknown. Using qRT-PCR, we found that the expression of miR-146b is significantly reduced 
in ischemic muscles of hypercholesterolemic ApoE-/- mice (HC) compared to 
normocholesterolemic mice (NC) (Figure 1C). The expression of miR-146b is also reduced by 
more than 90% in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) exposed to oxLDL (Figure 
1A). miR-146b has previously been shown to negatively regulate TRAF6, an important 
mediator of inflammation through TNF-α and VCAM-1 activation. Here we found that TRAF6 
and TNF-α expression are significantly increased in the ischemic muscles of HC mice, and that 
this correlates with decreased expression of miR-146b (Figure 1D). Similar results were also 
obtained in HUVECs exposed to oxLDL (Figure 1B). In the following experiments, we focused 
on characterizing the effects of miR-146b on the modulation of the TRAF6 pathway, 
angiogenesis and neovascularization in hypercholesterolemic conditions. 
 
Forced expression of miR-146b inhibit oxLDL-induced TRAF6 pathway. 
To better characterize the role of miR-146b on oxLD-dependent induction of TRAF6 pathway, 
we modulated TRAF6 expression by transfecting HUVECs with a miR-146b mimic before 
oxLDL exposure. We also inhibited miR-146b expression in HUVECs using an anti-miR. 
Transfection efficiency was established to be more than 90%, as assessed using a labelled 
miRNA mimic control (data not shown). As seen on Figure 2A and 2B, similarly to oxLDL 
exposure, direct inhibition of miR-146b in HUVECs led to an increased expression of TRAF6 
and downstream molecules including TNF-α and VCAM-1. On the other hand, forced 
expression of miR-146b can inhibit TRAF6, TNF-α and VCAM-1 induction in HUVECs 
exposed to oxLDL (Figure 2B). To confirm that miR-146b can directly regulate TRAF6 
induction by oxLDL, HUVECs were transfected with wild-type (wt-TRAF6) or mutated TRAF6 
(mut-TRAF6) 3’UTR luciferase reporter plasmids before miR-146b mimic transfection (Figure 
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2D) or oxLDL exposure. As show in figure 2D and 2C, luciferase activity of wt-TRAF6 was 
significantly lower in HUVECs transfected with miR-146b mimic compared to miR mimic 
control (CTL) (Figure 2D) or in HUVECs exposed to oxLDL (Figure 2C). In addition, 
HUVECs transfected with a mut-TRAF6 plasmid showed no difference in luciferase activity in 
these conditions (transfection with a miR-146b or oxLDL exposure compared to control). These 
results confirm that the mutation of TRAF6 targeting the seed sequence of miR-146b reverses 
its effect. Globally, our data suggest that miR-146b can directly target TRAF6 to modulate its 
expression level and oxLDL exposure increases TRAF6 expression by decreasing miR-146b 
expression. 
 
Decreased expression of miR-146b leads to angiogenic impairment. 
To investigate the role of miR-146b in oxLDL-induced endothelial dysfunction, we performed 
gain and loss of function experiments by transfecting HUVECs with a miR-146b mimic or with 
an anti-miR-146b. Transfection efficiency was established to be more than 90%, as assessed 
using a labelled miRNA mimic control (data not shown). We found that exposure to oxLDL or 
miR-146b inhibition increase oxidative stress levels (Figure 3A and 3C) and activate the 
inflammatory response which is characterized by increased adhesion of monocytes to HUVECs 
(Figure 3B and 3D). In addition, forced expression of miR-146b inhibits oxLDL-induced ROS 
formation and inflammatory response in HUVECs. As seen on Figure 3E and 3F, similarly to 
oxLDL exposure, direct inhibition of miR-146b reduced cell migration and tube formation in 
HUVECs. However, treatment with miR-146b mimic improves tube formation and cell 
migration in HUVECs exposed to oxLDL.  
 
miR-146b treatment improves neovascularization in hypercholesterolemic conditions. 
In our previous studies, we have demonstrated that hypercholesterolemic ApoE-/- mice exhibit 
decreased neovascularization compared to normocholesterolemic mice [14,42]. To evaluate the 
role of miR-146b on post-ischemic neovascularization in hypercholesterolemic conditions, mice 
were treated by intramuscular injection of miR-146b or control miR (CTL) at the time of 
surgery. Hindlimb perfusion was evaluated after surgically-induced ischemia by serial Laser 
Doppler perfusion imaging (LDPI) at day 7 after surgery (Figure 4A and 4C). Blood flow was 
significantly improved in hypercholesterolemic ApoE-/- mice treated intramuscularly with a 
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miR-146b mimic compare to the control miR (CTL) (Doppler flow ratio (DFR) 0.33+/-0.03 vs. 
0.42±0.02; p<0.05). A similar effect was observed at the microvascular level. Intramuscular 
treatment with miR-146b mimic significantly increased vascular densities in the ischemic 
muscles of ApoE-/- mice (Figure 4B and 4D). Clinically, this was associated with a reduction 
of ischemic damage in mice treated with miR-146b mimic (Figure 4E). miR-146b treatment 
decreases TRAF6 and TNF-α expression in ischemic muscles of ApoE-/- mice (Figure 4F).  
 
miR-146b increases the number and the functional activities of PACs. 
PACs have been shown to reach ischemic tissues where they can contribute to the formation of 
new blood vessels. However, the number and the functional activities of PACs are impaired in 
patients presenting atherosclerotic conditions, including hypercholesterolemia [17]. Here we 
found that the number of bone marrow-derived PACs is significantly increased in 
hypercholesterolemic ApoE-/- mice treated with miR-146b mimic compare to CTL (Figure 
5A). In addition, the functional activities of PACs including proliferation capacity (Figure 5B), 
attachment to endothelial cells (Figure 5C) and integration into ECs tubules (Figure 5D) are 
























 To our knowledge, the present study is the first one to document the essential role of 
miR-146b for angiogenesis and ischemia-induced neovascularization in hypercholesterolemic 
conditions. In addition, this study is also the first to demonstrate that a therapy based on miR 
supplementation with anti-inflammatory properties can improve ischemic tissue 
neovascularization in vivo. Although miRs have emerged as a key regulator of gene expression 
modulating a broad range of physiological processes, their specific role for the modulation of 
neovascularization following tissue ischemia remains largely unexplored, in particular in 
pathological conditions. Moreover, the effect of risk factors involved in the development of 
atherosclerosis on miRs expression level, and how this might influence the angiogenic response 
following ischemia is currently unknown. Patients with atherosclerotic diseases often exhibit 
several conditions that have been shown to impair angiogenic response to ischemia [20]. This 
could at least in part explain the lack of efficacy of pro-angiogenic therapies in atherosclerotic 
patients, compared to the positive results obtained in young and healthy animals [40]. 
Hypercholesterolemia is one of the most important conditions associated with the development 
of atherosclerosis, a disease that can lead to acute or chronic tissue ischemia [41]. On the other 
hand, hypercholesterolemia has also been linked with deleterious effects on reparative processes 
occurring in response to ischemia. This includes a reduction of the number and the functional 
activities of PACs and also an impairment of the angiogenic capacity of endothelial cells [17, 
42]. All these factors contribute to the reduced ischemia-induced neovascularization which has 
been described in several hypercholesterolemic animal models [18, 19, 43]. However, the 
specific mechanisms that are involved in the inhibition of neovascularization and PAC function 
by hypercholesterolemia are not completely understood. 
 
 The present study uncovered a novel mechanism by which modulation of a miR involved 
in inflammatory processes could contribute to inhibit ischemia-dependent reparative responses 
in hypercholesterolemic conditions. It demonstrates for the first time that reduced expression of 
miR-146b in atherosclerotic conditions leads to endothelial dysfunction and reduce 
neovascularization after tissue ischemia. The miR-146 family (miR-146a and miR-146b) is 
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reported to be an important negative regulator of the inflammatory process in several cell types. 
miR-146 acts through the inhibition of different pro-inflammatory molecules including IL-1, 
TNF-α, IRAK1, TRAF6 and NF-κB [32-34, 44]. High inflammatory level in blood vessels is an 
important contributing factor to endothelial dysfunction and the development of atherosclerosis 
[45]. In this current study, we demonstrate that miR-146b is also crucial for the physiological 
response to tissue ischemia in atherosclerotic conditions. We found that the expression of miR-
146b is reduced both in endothelial cells exposed to oxLDL and in the ischemic muscles of 
hypercholesterolemic mice and this correlate with increased expression of inflammatory 
markers including TRAF6, TNF-α and VCAM-1. Interestingly, the expression of miR-146b has 
also been reported to be downregulated in the monocytes of obese patients [46]. Obesity is an 
important risk factor often associated with hypercholesterolemia, hypertension and diabetes. 
Similarly to what is observed after oxLDL exposure, our results demonstrate that direct 
inhibition of miR-146b with an anti-miR leads to increased activation of TRAF6 pathways in 
endothelial cells and that this contributes to impair the angiogenic response. Our results also 
indicate that forced expression of miR-146b protects endothelial cell function in the presence of 
oxLDL by directly targeting TRAF6 pathway. This leads to a reduction of oxidative stress and 
monocyte adhesion to endothelial cells. Our results are consistent with a previous study showing 
that overexpression of miR-146b in HUVECs inhibits LPS-induced inflammatory response and 
monocyte adhesion by downregulating TRAF6 and IRAK1 [34].  We also demonstrate for the 
first time that forced expression of miR-146b completely rescues the angiogenic capacity of 
endothelial cells exposed to oxLDL. However, our study does not address the precise 
mechanism responsible for the recovery of the angiogenic activity of HUVECs by miR-146b. 
One potential mechanism could be related to VEGF, as selective suppression of TRAF6 was 
previously shown to increase VEGF promoter activity in vitro [47]. The improvement of the 
angiogenic function of HUVECs could also be related to the antioxidant action of miR-146b. 
Indeed, it has been shown that ROS decrease the expression of key angiogenic factors 
(ex.VEGF, NO), migration and tubule formation of endothelial cells [14, 48-50]. 
 
 
Using a well-characterized model of hindlimb ischemia, we show in vivo that miR-146b 
supplementation can have beneficial therapeutic effects in the setting of ischemia. 
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Hypercholesterolemic mice treated with miR-146b by intramuscular injections demonstrated 
significant improvement of blood flow recovery, and a reduction of ischemic damages. At the 
microvascular level, this was associated with an increase of capillary density in ischemic 
muscles of treated animals, and a reduction of the inflammatory markers TRAF6 and TNF-α. 
The beneficial action of miR-146b on neovascularization could be caused by its antioxidant and 
anti-inflammatory properties, but also by the direct repression of TRAF6. It has been shown that 
treatment with antioxidants (vitamin, red wine) [50-51] or anti-inflammatory agents such as 
cholesterol-lowering agents (statins) [52-53] improve neovascularization following ischemia in 
vivo. On the other hand, the selective deletion of TRAF6 in leukocytes [54] and endothelial cells 
[55] decreases the progression of atherosclerosis in mice. Our results also demonstrate that miR-
146b reduces the expression of TNFα. Similarly, inhibition of TNFα has been reported to 
improve physiological angiogenesis of the retina [56]. The results of the present study suggest 
that PACs could be another factor contributing to the improvement of neovascularization of 
hypercholesterolemic mice following miR-146b supplementation. Here we found that both the 
number and the functional activities of PACs were increased by miR-146b treatment following 
surgically-induced hind limb ischemia in these animals. miRNAs are increasingly recognized 
as important modulator of stem and progenitor cells [57]. The stimulating effect of miR-146b 
on PACs in the current study is consistent with previous report. Indeed, it has been shown that 
the suppression of TRAF6 and IRAK1 by miR-146b improves the migration and proliferation 
of PACs in a murine model of cerebral ischemia [58].  
 
In conclusion, our study demonstrates for the first time that hypercholesterolemia is 
associated with reduced expression of miR-146b in ischemic muscles, which leads to increased 
activation of pro-inflammatory factors and inefficient neovascularisation. Our results also 
suggest that forced expression of miR-146b using a miR mimic could constitute a novel 
therapeutic strategy to reduce inflammation and improve ischemia- induced neovascularization 
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Figure 1. Effect of oxLDL and hypercholesterolemia on miR-146b expression and on 
TRAF6 inflammatory pathway. A and C, Relative expression of miR-146b in HUVEC 
exposed or not to 50µg/ml of oxLDL for 24h (A) and in ischemic muscles of 
normocholesterolemic control mice (NC) and in hypercholesterolemic ApoE knockout mice 
(HC) 24h after ischemic surgery (C) was assessed by real-time qPCR. B and D, Representative 
western blots and quantitative analysis of TRAF6, TNF-α and VCAM-1 expression in HUVECs 
exposed or not to 50µg/ml of oxLDL for 3, 6 and 24h (B) and in the ischemic muscles of NC 
and HC mice 3 day post-ischemia (D). CTL=controls. Data (n=3) are mean ± SEM. * P<0.05 
vs. CTL or NC, # P<0.05 vs. ischemic NC. 
 
Figure 2: Effect of miR-146b modulation on TRAF6 pathway in endothelial cells. A and B, 
To evaluate the function of miR-146b in the regulation of the TRAF6 pathway in basal 
endothelial cells (ECs) phenotype and in oxLDL stimulated ECs, the expression level of miR-
146b was modulated using a miR-146b mimic or an anti-miR-146 before oxLDL exposure or 
not. Representative western blots and quantitative analysis of TRAF6, TNF-α and VCAM-1 
expression in HUVECs transfected with an anti-miR-146b or a control anti-miR (CTL) for 24h 
(A), with an miR-146b mimic or a miR mimic control (CTL) before oxLDL exposure (50µg/ml 
for 24h) (B). To evaluate the direct regulatory effects of miR-146b on TRAF6 expression in 
basal or oxLDL stimulated HUVECs we used a luciferase reporter assay system. HUVECs were 
pre-transfected with luciferase reporter plasmids expressing wild type TRAF6 (wt-TRAF6) or 
a mutated 3’ UTR TRAF-6 (mut-TRAF6) for 24h before oxLDL exposure or miR-146b mimic 
transfection. C and D, relative luciferase activity of wt-TRAF6 and mut-TRAF6 in HUVECs 
exposed to 50µg/ml for 24h (C) or in HUVEC transfected with a miR-146b mimic or control 
miR mimic (CTL mimic) (D). CTL=controls. Data (n=3) are mean ± SEM. * P<0.05 vs. CTL 







Figure 3: Role of miR-146b in oxLDL-induced endothelial dysfunction and angiogenic 
impairment. To evaluate the role of miR-146b in endothelial dysfunction, we performed a gain 
and lost of function experiment. HUVECs were transfected with an anti-miR-146b, an miR-
146b mimic or a control miR (CTL), followed or not by oxLDL exposure (50µg/ml for 24h). A-
F, Representative pictures and quantifications analysis of superoxide anion generation in 
HUVECs assessed by DHE staining (A and C) and monocyte adhesion capacity to endothelial 
cells assessed by a co-culture of THP-1 and HUVECs for 1h (B and D). E and F, evaluation of 
angiogenesis and cell migration in vitro using respectively a matrigel assay and a scratch assay 
in HUVEC. Data are mean ± SEM (n=4). * P<0.05 vs. CTL; # P<0.05 vs. oxLDL.  
 
Figure 4: Effect miR-146b treatment on ischemia-induced neovascularization in 
hypercholesterolemic ApoE knockout mice (HC). Representative pictures and quantification 
of blood flow recovery (A and C) and capillary density (B and D) assessed by laser Doppler and 
CD31 immunostaining at 7 days after hindlimb ischemia in HC mice treated with miR-146b or 
a scrambled miR mimic control (CTL). A color scale illustrates blood flow variations from 
minimal (dark blue) to maximal (red) values and arrows indicate left ischemic hindlimbs (A). 
E. Evaluation of ischemic damages in the different groups. F. Representative western blots and 
quantitative analysis of TRAF6 and TNF-α expression normalized on b-Actin, 7 days after 
hindlimb ischemia in the two groups of mice. Data are mean ± SEM (n=6-8/group). *P<0.05 
vs. CTL 
 
Figure 5: Effect of miR-146b treatment on PAC number and function. A. Quantification of 
triple-stained PACs (DAPI, BS-1 lectin-FITC and DiI-acLDL) isolated 7 days after hindlimb 
ischemia in hypercholesterolemic ApoE knockout mice (HC) treated with miR-146b or with a 
scrambled miR mimic control (CTL). B. PACs proliferative capacity was assessed by MTS 
assay in the different groups. C and D. Representative pictures and quantification of PACs (red) 
adhesion to a HUVEC monolayer (C) and integration into HUVEC tubules in matrigel (D) in 







































Au cours de la dernière décennie, les progrès en sciences biomédicales ont permis une 
avancée majeure dans la compréhension des maladies humaines et l’élaboration de nouvelles 
thérapies novatrices pour le traitement de diverses pathologies (Botstein 2012). Cependant, 
encore aujourd’hui, les maladies cardiovasculaires ischémiques causées par l’athérosclérose 
demeurent la principale cause de mortalité mondiale (Finegold, Asaria et al. 2013). Il devient 
donc impératif d’investiguer des mécanismes essentiels qui régulent le développement de 
l’athérosclérose, mais aussi de mieux caractériser la fonction des gènes impliqués dans la 
régulation de la réponse adaptative de néovascularisation. Dans cette thèse, nos travaux ont 
permis d’investiguer de nouvelles approches thérapeutiques potentielles afin d’améliorer la 
néovascularisation post-ischémique par l’inhibition de la rénine et/ou par une supplémentation 
de miRs spécifiques. Mes travaux ont aussi permis d’identifier et de caractériser pour la 
première fois deux miRs dont l’expression est dérégulée en conditions athérosclérotiques et qui 
sont impliqués dans la défaillance de néovascularisation. Cette caractérisation a permis de 
démontrer in vivo dans un modèle murin d’ischémie de la patte qu’une injection intramusculaire 
de miR-150 et de miR-146b permet de récupérer la néovascularisation diminuée par ces 
conditions pathologiques. 
 
Le modèle murin d’ischémie de la patte utilisé dans nos travaux simule une situation 
d’ischémie sub-aigue des membres inférieurs chez l’humain et non une ischémie aigue de type 
nécrotique. Dans ce type d’ischémie chronique des membres inférieurs, la sévérité des 
dommages aux tissus est grandement influencée par la néovascularisation, un processus qui lui-
même est modulé négativement par diverses conditions pathologiques associées à 
l’athérosclérose. Cette capacité de néovascularisation est donc un élément critique qui permet 
de préserver la perfusion sanguine dans la zone ischémique pour atténuer les dommages 
tissulaires (Silvestre, Smadja et al. 2013). Lorsque l’athérosclérose est très diffuse et que les 
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techniques classiques de revascularisation ne peuvent être effectuées avec succès, la stimulation 
thérapeutique de la néovascularisation pourrait devenir une option intéressante et ceci fait partie 
de l’objet de mes travaux de recherche (Ylä-Herttuala, Bridges et al. 2017).  
 
Les mécanismes impliqués dans la néovascularisation sont complexe et impliquent de 
multiples gènes et médiateurs moléculaires régulant l’angiogenèse, la vasculogenèse et 
l’artériogenèse. Ces facteurs agissent de concert afin d’établir un nouveau réseau vasculaire 
fonctionnel (Silvestre, Smadja et al. 2013). L’impact délétère des conditions liées au 
développement de l’athérosclérose sur les gènes régulant la fonction angiogénique des ECs reste 
peu documenté. La néovascularisation post-natale implique la mobilisation au site ischémique 
de différent types cellulaires (Basile and Yoder 2014), dont en particulier les PACs  qui sont 
reconnues pour sécréter différentes molécules pro-angiogéniques   (Rose, Erzurum et al. 2015). 
Ces cellules jouent donc un rôle de support crucial à la néovascularisation et ont été étudiées au 
cours de cette thèse. Par contre, les mécanismes précis modulant leurs activités fonctionnelles 
n’ont été que partiellement définis dans nos travaux.  
 
De façon intéressante, il a été démontré au cours des dernières années que plusieurs 
situations cliniques associées au développement de l’athérosclérose causent une défaillance de 
néovascularisation post-ischémique dans divers modèles animaux (Michaud, Menard et al. 
2003, Tamarat, Silvestre et al. 2004, Ebrahimian, Heymes et al. 2006, Michaud, Dussault et al. 
2006, Groleau, Dussault et al. 2011, Haddad, Dussault et al. 2011, Dhahri, Dussault et al. 2017). 
Aussi, plusieurs études cliniques ont observé une défaillance de la capacité angiogénique des 
ECs et des PACs chez les patients présentant divers facteurs de risques cardiovasculaires 
(Umemura, Soga et al. 2008, Rossi, Bertone et al. 2010, Silvestre, Smadja et al. 2013, Lee and 
Poh 2014). Selon notre hypothèse de départ, nous pensions que l’inhibition des fonctions 
angiogénique des ECs et des PACs contribuait à créer un environnement propice à une 
néovascularisation insuffisante suite à l’ischémie. Parmi les facteurs communs retrouvés dans 
le développement de l’athérosclérose, nous retrouvons un niveau élevé de stress oxydant 
systémique et une inflammation soutenue dans les vaisseaux (Lin, Lin et al. 2013, Lam 2016). 
Le stress oxydant et l’inflammation sont souvent interreliés dans un cercle pathogène menant à 
la dysfonction endothéliale, une étape clé dans l’athérosclérose mais aussi dans la défaillance 
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angiogénique des ECs. Également, plusieurs études ont démontré autant chez l’humain que chez 
l’animal que le stress oxydant et l’inflammation soutenue peuvent réduire le nombre de PACs 
en circulation et causer leur dysfonction (Landmesser, Spiekermann et al. 2002, Case, Ingram 
et al. 2008, Pesaro, Serrano et al. 2012, Dopheide, Geissler et al. 2016). La dysfonction 
endothéliale et un faible niveau de PACs circulant sont des éléments clés dans la plupart des 
pathologies cardiovasculaires et pourraient aussi contribuer à la défaillance de 
néovascularisation. Au cours des dernières années, notre laboratoire a démontré dans un modèle 
de souris ischémique du membre inférieur que plusieurs facteurs de risques cardiovasculaires 
comme le tabagisme, l’hypercholestérolémie et le vieillissement diminuent la 
néovascularisation suite à l’ischémie (Michaud, Menard et al. 2003, Michaud, Dussault et al. 
2006, Turgeon, Dussault et al. 2010, Groleau, Dussault et al. 2011, Haddad, Dussault et al. 2011, 
Turgeon, Haddad et al. 2012). Nos travaux ont confirmé que cet effet pathologique sur la 
néovascularisation était en partie associé à une augmentation du stress oxydant. Notre 
laboratoire a également observé qu’il était possible de récupérer la néovasculation 
physiologique chez la souris en diminuant le stress oxydant par divers traitements. De plus nous 
avons démontré de façon directe que la délétion du gène NOX2, un important générateur 
endogène d’anions superoxyde, permet d’augmenter la néovascularisation in vivo chez la souris. 
Ces différentes études avaient pour but de caractériser l’impact général des facteurs de risques 
cardiovasculaires et du stress oxydant sur la néovascularisation. Ainsi, suite à ces différentes 
observations, une investigation plus poussée des mécanismes moléculaires pouvant 
potentiellement être impliqués dans l’effet pathologique du stress oxydant sur la réponse de 
néovascularisation a fait l’objet de mon premier projet de recherche (Desjarlais, Dussault et al. 
2015).  
 
L’objectif de ma première étude visait à évaluer l’effet de l’inhibition directe de la rénine 
sur la réponse physiologique de néovascularisation post-ischémique. La rénine est une enzyme 
clé du système RAS faisant partie de l’étape limitante permettant la génération d’Ang2, un 
important générateur d’anions superoxydes (Volpe, Savoia et al. 2002). Plusieurs études ont 
démontré qu’une augmentation de l’activité de RAS mène à l’hypertension, la dysfonction 
endothéliale et l'athérosclérose (Volpe, Savoia et al. 2002, Daugherty, Rateri et al. 2004, 
Daugherty, Lu et al. 2008, Ma, Kam et al. 2010). D’autres études ont également documenté que 
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l’activation chronique de RAS est aussi associée à une diminution de la récupération du flot 
sanguin suite à une ischémie (Fabre, Rivard et al. 1999) et à une réduction du nombre et de 
l’activité fonctionnelle des PACs (Imanishi, Hano et al. 2005). Cliniquement, l’inhibition de 
RAS est en général effectuée par l’utilisation d’ACEI et d’ARB. Ces différents agents 
pharmacologiques présentent en général des effets bénéfiques chez les patients avec des 
pathologies athérosclérotiques (Ma, Kam et al. 2010). Par contre, leurs rôles dans la modulation 
de la néovascularisation post-ischémique dans un contexte d’occlusion vasculaire demeurent 
controversés. Par exemple, les différents ACE ne montrent pas les mêmes effets sur la 
néovascularisation dans un même modèle animal (Willis, El-Remessy et al. 2011). En effet, 
l’ACEI quinaprilate améliore la néovascularisation chez le lapin alors que l’ACEI captopril ne 
présente aucun effet (Fabre, Rivard et al. 1999). Le même phénomène est observé lors de 
l’utilisation d’ARB qui présentent des effets pro- ou anti-angiogéniques selon l’agent utilisé 
(Willis, El-Remessy et al. 2011). À la lumière de ces informations, l’inhibition directe de la 
rénine par l’aliskiren devenait intéressante dans un contexte de néovascularisation. Également, 
du fait que l’aliskiren inhibe l’étape limitante du RAS et que plusieurs études ont démontré que 
cet agent possède une action bénéfique sur la fonction endothéliale et l’athérosclérose, 
l’aliskiren constituait une cible thérapeutique idéale pour notre étude (Imanishi, Tsujioka et al. 
2008, Lu, Rateri et al. 2008).   
 
Pour étudier l’effet de l’aliskiren sur la néovascularisation in vivo, nous avons utilisé un 
modèle murin d’ischémie de la patte. Ce modèle consiste à effectuer une ablation chirurgicale 
de l’artère fémorale et une excision des vaisseaux adjacents afin d’induire une ischémie sévère 
dans la patte de la souris. À noter que ce même modèle est utilisé pour toutes les études in vivo 
dans cette thèse. Suite à la chirurgie d’ischémie, la récupération du flot sanguin est mesurée par 
Laser Doppler à divers temps (jusqu’à 3 semaines) post-chirurgie. Au niveau microvasculaire, 
nous mesurons la densité capillaire et artériolaire du muscle ischémique par marquage des tissus 
au CD31 et à l’élastine respectivement. Ce modèle murin d’ischémie a initialement été 
développé chez le lapin et décrit chez la souris par Couffinhal en 1998. Il s’agit maintenant d’un 
modèle fréquemment utilisé pour évaluer la néovascularisation réparatrice (Couffinhal, 
Dufourcq et al. 2009). Ce modèle permet de diminuer significativement le flot sanguin et de 
simuler la condition clinique des patients présentant une ischémie sévère du membre inférieur.  
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 Pour la première étude de cette thèse, nous avons utilisé des souris C57Bl6. Les souris 
ont été prétraitées deux semaines avant la chirurgie avec deux doses d’aliskiren (10 ou 
50 mg/kg/jours) ou avec le véhicule. Le traitement s’est ensuite poursuivi jusqu’à la fin de 
l’étude. Nos résultats ont démontré une augmentation significative de la récupération du flot 
sanguin et de la densité vasculaires dans le muscle ischémique chez les souris traitées avec une 
faible dose d’aliskiren (10mg/kg/j) comparées aux souris contrôles (CTL). De façon intéressante 
nous avons aussi observé que seule la faible dose d’aliskiren (10mg/kg/j), une dose qui ne 
modifiait pas la pression artérielle, avait un effet bénéfique sur la néovascularisation. Ces 
résultats suggèrent que l'effet bénéfique de l'aliskiren sur la néovascularisation est indépendant 
de son action hypotensive. Par contre, les souris traitées avec une haute dose d'aliskiren 
(50 mg/kg/j) montraient une néovascularisation similaire aux souris CTL. Bien que le 
mécanisme impliqué n’est pas défini, il est possible de penser que l’hypotension associée à de 
fortes doses d’aliskiren pourrait être sous-optimale pour la néovascularisation dans un contexte 
d’ischémie. De façon intéressante, des observations similaires ont été documentées chez les 
souris hypercholestérolémiques dans un contexte d’athérosclérose. En effet, les effets anti-
athérosclérotiques de l’aliskiren ont été observés seulement à faibles doses (Lu, Rateri et al. 
2008). Pour évaluer l’effet angiogénique de l’aliskiren sur les ECs, nous avons utilisé un modèle 
in vitro avec des HUVECs. Les HUVECs sont des cellules endothéliales humaines de la veine 
ombilicale et sont fréquemment utilisées pour les études sur l’angiogénèse (DeCicco-Skinner, 
Henry et al. 2014). Nos résultats ont démontré que l’aliskiren stimule la migration et la 
formation de tubules de façon supérieure à un traitement au VEGF (contrôle positif). Au niveau 
moléculaire, nous avons observé que cette stimulation angiogénique des HUVECs par 
l’aliskiren est accompagnée d'une augmentation significative de la production de VEGF 
endogène. Toutefois, les résultats obtenus in vitro ne permettent pas d’adresser le mécanisme 
exact à l’origine de l’augmentation de VEGF par l’aliskiren. 
 
Premièrement, nous avons observé que l’Aliskiren induit une augmentation de NO, un 
facteur qui est induit par le VEGF mais qui est également impliqué dans l’induction du VEGF, 
formant ainsi une boucle de régulation réciproque VEGF/NO et NO/VEGF (Kimura et al, 2003). 
Il a aussi été démontré que le NO induit en normoxie l’expression de HIFa, un important facteur 
de transcription du VEGF (Kasumo et al, 2004). Le NO est aussi documenté pour être facteur 
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de mobilisation des PACs qui sont recrutées dans les tissus ischémiques et sécrètent du VEGF 
(Tiling et al, 2009; Ozuyaman et al, 2009). Aussi, il a été démontré que les ROS en excès 
inhibent l’expression du VEGF (Edirisingue et al, 2010; Kanazawa et al, 2005). Les 
caractéristiques antioxydantes de l’Aliskiren observées dans notre étude pourraient donc 
expliquer en partie l’augmentation de la production de VEGF. De façon plus directe, si on 
regarde l’effet de la délétion des différentes composantes de RAS sur la production de VEGF, 
les études semblent conflictuelles. Par exemple, il a été documenté que l’angiotensine 2 (Ang2) 
augmente la production de VEGF (Kang et al, 2006), alors que d’autres études montrent que 
des agents diminuant la production de l’Ang2 (ACEi) ou des antagonistes de l’AT1 inhibent 
l’expression du VEGF (Sauter et al, 2007; Higgins et al, 2003). L’augmentation du VEGF 
pourrait aussi être le résultat de la stimulation de voies alternatives liées au système RAS. Par 
exemple, il est connu qu’une diminution de l’Ang2 par des ACEi est associée à une 
augmentation de la bradykinine (Gauthier et al, 2013; Su et al, 1999). Or, l’activation du 
récepteur 2 de la bradykinine est aussi impliquée dans l’induction de l’expression de VEGF 
(Ishihara et al, 2002; Li et al, 2008). Tous comme les ACEi, Il est possible de penser que 
l’Aliskiren pourrait potentiellement augmenter le VEGF par une diminution de l’activité de 
l’AT2. Il a aussi été démontré que la répression du récepteur 2 de l’angiotensine 2 (AT2) chez 
les souris diabétiques augmente l’action du VEGF en diminuant SHP-1, un inhibiteur endogène 
du VEGFR2 (Paquin-Veillette et al, 2017). Le VEGFR2 stimule l’activation de la voie 
PI3K/AKT/eNOS et comme il a été discuté plus haut, le NO peut stimuler l’expression du 
VEGF. Finalement, comme l’Aliskiren est associé à une augmentation de la rénine plasmatique 
et qu’il ne bloque pas la liaison entre la rénine et le PRR (Satufuka et al, 2006; Verdecchia et al, 
2008), il est possible de spéculer qu’une augmentation de l’activité de signalisation de PRR 
pourrait stimuler à son tour des voies de signalisation impliquées dans la production de VEGF. 
Par contre, le rôle exact du PRR est présentement mal compris. 
 
 Nos résultats suggèrent que les mécanismes responsables de l’augmentation de la 
néovascularisation par l’aliskiren sont multiples. Premièrement, nos résultats ont démontré que 
l’aliskiren diminue le niveau d’anions superoxydes dans le muscle ischémique des souris, mais 
également dans les HUVECs in vitro. Un niveau de stress oxydant élevé mène à la dysfonction 
endothéliale et cause une défaillance des capacités angiogéniques des ECs et des PACs. Aussi, 
 
245 
nos études précédentes au laboratoire ont permis de démontrer que la délétion du gène NOX2, 
un important générateur d’anions superoxydes dans la vasculature, est suffisant pour augmenter 
significativement la néovascularisation chez la souris (Haddad, Dussault et al. 2011). De façon 
intéressante, nos résultats ont démontré que l’aliskiren diminue l’expression de NOX2 dans le 
muscle ischémique et dans les HUVECs. Parmi les autres facteurs pouvant expliquer en partie 
l’effet bénéfique de l’aliskiren sur la néovascularisation, nous avons observé une augmentation 
significative de VEGF dans le muscle ischémique et une augmentation du niveau de NO dans 
le sérum des souris traitées. Le VEGF est un facteur pro-angiogénique clé impliqué dans 
plusieurs étapes de l’angiogenèse (Asahara, Takahashi et al. 1999) et le NO est documenté 
comme un facteur stimulant la migration des ECs et la mobilisation des PACs (Babaei and 
Stewart 2002, Ozuyaman, Ebner et al. 2005). Le NO est aussi essentiel pour l’induction de 
l’angiogenèse par le VEGF (Papapetropoulos, Garcia-Cardena et al. 1997) et pour la 
néovascularisation post-ischémique (Murohara, Asahara et al. 1998). Plusieurs études ont 
démontré que les ROS peuvent inhiber la phosphorylation d’eNOS, causer une diminution de la 
biodisponibilité du NO et inhiber l’induction de l’angiogenèse par le VEGF (Urbich, Dernbach 
et al. 2002, Michaud, Dussault et al. 2006, Lefevre, Michaud et al. 2007). Toutes ces évidences 
suggèrent donc que l’action antioxydante de l’aliskiren documentée dans notre étude pourrait 
expliquer l’augmentation du VEGF, du NO et la stimulation subséquente de l’activité 
angiogénique des ECs. De façon importante, nos résultats in vitro ont aussi démontré une 
corrélation inverse entre les anions superoxydes et le NO dans les ECs traitées à l’aliskiren. Ce 
résultat suggère que l’action pro-angiogénique de l’aliskiren pourrait être reliée à l'augmentation 
du NO. Afin de tester cette hypothèse, un groupe supplémentaire de souris a été co-traité avec 
l’aliskiren et l’inhibiteur d’eNOS, L-NAME. Nos résultats ont démontré que l’action bénéfique 
de l’aliskiren sur la néovascularisation in vivo est complètement abolie en présence de L-NAME, 
démontrant l’importance du NO dans ce mécanisme d’action. Le même phénomène a été 
observé in vitro dans les HUVECs co-traitées avec aliskiren et L-NAME. Plus précisément, 
l’inhibition d’eNOS abolie l’induction de la migration des HUVECs et la formation de tubules 
induites par l’aliskiren. Globalement, ces résultats suggèrent que l’aliskiren agit par un 
mécanisme dépendant de l’axe de signalisation VEGF/eNOS. Les résultats obtenus sont donc 
comformes aux études antérieures qui ont démontré que l’activation d’eNOS peut être stimulée 
par l’aliskiren et le valsartan (un ARB) (Imanishi, Tsujioka et al. 2008, Zhang, Han et al. 2014). 
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 Afin de mieux caractériser l’effet de l’akiskiren sur la néovascularisation, nous avons 
isolé les PACs de la moelle osseuse et de la rate des souris afin de comparer leur nombre et leur 
activité angiogénique. À noter que les PACs présents dans la rate reflètent le niveau de PACs 
circulants. Les PACs jouent un rôle clé dans la néovascularisation post-natale en intégrant les 
tissus aux sites ischémiques pour sécréter divers facteurs angiogéniques. Nos résultats ont 
démontré que les souris traitées à l’aliskiren ont approximativement 4 fois plus de 
PACs CD34+/FLK1+ dans la moelle osseuse et en circulation que les souris non traitées. De 
façon intéressante, nous avons aussi observé une amélioration significative de l’activité 
fonctionnelle des PACs chez les souris traitées à l’aliskiren comparées aux souris contrôles. En 
effet, une augmentation de leur habileté à migrer et à intégrer les tubules formés par les 
HUVECs a été observée. Ces résultats concordent avec de précédentes études qui ont démontré 
que l’aliskiren, utilisé dans un contexte de traitement anti-athérosclérotique, augmente le 
nombre d’EPCs chez les souris hypercholestérolémiques (Poss, Werner et al. 2010) et chez les 
patients diabétiques et hypertendus (Raptis, Markakis et al. 2015). Nos travaux ont documenté 
pour la première fois l'effet de l'aliskiren sur les PACs dans un contexte de néovascularisation 
post-ischémique. Le mécanisme d’action à l’origine de l’effet bénéfique de l’aliskiren sur les 
PACs pourrait encore une fois être lié indirectement aux propriétés antioxydantes de l’aliskiren 
et à sa fonction stimulatrice sur NO et VEGF. En effet, il a été déjà été démontré qu’un excès 
de stress oxydant cause une défaillance de l’activité angiogénique des PACs (Lefevre, Michaud 
et al. 2007, Turgeon, Dussault et al. 2010, Groleau, Dussault et al. 2011, Turgeon, Haddad et al. 
2012, Raptis, Markakis et al. 2015) et que le NO et le VEGF sont des facteurs importants pour 
leurs fonctions angiogéniques (Asahara, Takahashi et al. 1999, Aicher, Heeschen et al. 2003).  
 
 Nos travaux ont donc démontré pour la première fois que l’inhibition directe de la rénine 
par l’aliskiren améliore la néovascularisation suite à une condition d’ischémie. Également, nos 
données suggèrent que l’effet antioxydant de l’aliskiren améliore la fonction angiogénique des 
ECs et des PACs par un mécanisme qui dépend de l’activation de la voie de signalisation 
VEGF/eNOS. Notre étude suggère que l’inhibition directe de la rénine pourrait représenter une 




 De façon intéressante, une étude récente a démontré que l’aliskiren améliore aussi la 
néovascularisation chez la souris diabétique (Chang, Wu et al. 2015). Comme dans notre étude, 
ces auteurs ont également obtenu des effets bénéfiques à une dose qui n’induisait pas 
d’hypotension. Ils ont aussi documenté que l’aliskiren induit le SFD-1, un important facteur 
impliqué dans l’artériogenèse (Buschmann and Schaper 1999) et dans la mobilisation des PACs 
(De Falco, Porcelli et al. 2004). Cette étude suggère donc que l’induction du SDF-1 par 
l’aliskiren pourrait aussi contribuer à expliquer l’augmentation de la densité artériolaire et du 
nombre de PACs observée dans notre étude. Récemment, il a aussi été documenté que certains 
agents hypotenseurs (incluant l’aliskiren) peuvent diminuer la génération de microparticules 
endothéliales qui sont associées à plusieurs pathologies cardiovasculaires (Jain, Bhosale et al. 
2017). In vitro, ces microparticules peuvent causer du stress oxydant et favoriser une défaillance 
angiogénique des ECs (Mezentsev, Merks et al. 2005). Il est aussi connu que les microparticules 
provenant des ECs augmentent l’action inhibitrice de l’hypercholestérolémie sur l’angiogenèse 
cardiaque chez la souris, en diminuant l’activité d’eNOS (Ou, Chang et al. 2011). Ces différents 
résultats pourraient contribuer à expliquer l’action bénéfique de l’aliskiren sur la 
néovascularisation obtenue dans notre étude. En effet, l’amélioration de la néovascularisation 
que nous avons observée pourrait aussi être liée à une diminution des microparticules 
endothéliales menant à une diminution du stress oxydant dans le muscle ischémique. 
 
Notre étude comporte aussi des limitations à plusieurs niveaux. Premièrement, le modèle 
de souris utilisé pour notre étude (C57Bl6) ne comporte pas de facteurs de risques 
cardiovasculaires et présente donc une néovascularisation normale suite à une ischémie (Scholz, 
Ziegelhoeffer et al. 2002, Zaragoza, Gomez-Guerrero et al. 2011, Brenes, Jadlowiec et al. 2012). 
Il faut aussi se rappeler que l’impact pathologique de l’activation du RAS sur la fonction 
endothéliale et l’athérosclérose est associé à une stimulation élevée et chronique dans un 
contexte de facteurs de risques cardiovasculaires (Ma, Kam et al. 2010, Pacurari, Kafoury et al. 
2014). Dans cette optique, l’utilisation de différents modèles animaux présentant des facteurs 
de risque de l’athérosclérose pourrait être pertinente. Par exemple, l’utilisation de souris 
exposées à la fumée de cigarette, de souris hypercholestérolémiques (ApoE-/- ou LDLR-/-), de 
vieilles souris ou de sourie hypertendues pourrait être envisagée. De plus, ces modèles murins 
sont connus pour présenter une néovascularisation insuffisante en réponse à l’ischémie, une 
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caractéristique plus représentative des patients atteints de pathologies ischémiques 
athérosclérotiques (Michaud, Menard et al. 2003, Michaud, Dussault et al. 2006, Ma, Kam et al. 
2010, Groleau, Dussault et al. 2011, Haddad, Dussault et al. 2011, Dussault, Dhahri et al. 2014, 
Pacurari, Kafoury et al. 2014, Dhahri, Dussault et al. 2017). Le même principe s’applique in 
vitro car les HUVECs ne sont pas exposés à des facteurs pathologiques dans notre étude. Dans 
ce contexte, l’utilisation d’HUVECs exposées à des extraits de fumée de cigarette, aux oxLDL 
ou bien à différents agents stimulant l’activité du système RAS pourrait être appropriée. 
Finalement, il est difficile de déterminer si l’effet bénéfique sur la néovascularisation retrouvé 
dans notre étude est directement ou indirectement lié à l’inhibition de la rénine. D’une part, il 
est possible de penser que l’action antioxydante de l’aliskiren pourrait provenir de la diminution 
de la production de diverses molécules du système RAS comme l’Ang2. D’autre part, il est aussi 
plausible que la diminution indirecte du récepteur pro-athérogénique AT1 puisse être impliquée. 
Afin de mieux caractériser le mécanisme d’action et le rôle direct de la rénine dans la 
néovascularisation, il serait intéressant de moduler directement l’expression de la rénine et des 
différentes composantes du système RAS en absence et en présence d’aliskiren. Pour ce faire, 
des souris KO pour la rénine, l’Ang2 ou l’AT1 pourrait être utilisées. L’utilisation de siRNAs, 
de plasmides ou de virus afin d’inactiver ou stimuler ces gènes pourrait également être une 
alternative.  
 
 L’objectif général de mon deuxième projet était d’étudier le rôle des miRs dans la 
néovascularisation post-ischémique dans un contexte athérosclérotique. Les miRs sont de petits 
ARNs non codants régulant négativement l’expression de plus de 60% des gènes. Ils sont 
impliqués dans la régulation de tous les processus biologiques. Plusieur études ont documenté 
une modulation de l’expression de miRs spécifiques dans divers contextes pathologiques et dans 
le développement de plusieurs maladies. Au niveau cardiovasculaire, des profils d’expressions 
spécifiques de différents miRs ont été observés dans plusieurs pathologies incluant l’infarctus 
du myocarde, l’insuffisance cardiaque et le développement de l’athérosclérose. Il a aussi été 
démontré dans divers modèles animaux que des traitements visant à moduler l’expression de 
divers miRs permettent de diminuer l’athérosclérose, la dysfonction endothéliale, 
l’inflammation et le stress oxydant. Par contre, le rôle des miRs dans la réponse de 
néovascularisation post-ischémique et en particulier en condition athérosclérotique est en 
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grande partie inconnu. L’objectif de mes études 2 et 3 visait donc à identifier des miRs qui sont 
modulés en condition athérosclérotique et qui pourraient être impliqués dans la défaillance de 
néovascularisation chez les souris hypercholestérolémiques. Plus précisément, nous voulions 
identifier des miRs ciblant des gènes impliqués dans l’angiogenèse et/ou dans différents 
processus (ex. inflammation et stress oxydant) associés à la dysfonction des ECs et des PACs.  
Suite à l’étude de différents miRs modulés, 2 miRs candidats ont été sélectionnés (miR-150 et 
miR-146b) afin de caractériser leurs rôles dans les mécanismes associés à la défaillance de 
néovascularisation par l’hypercholestérolémie. Le but de ces études était d’une part d’étudier la 
fonction de ces miRs dans la néovascularisation post-ischémique, et d’autre part d’évaluer 
l’efficacité d’une thérapie basée sur ces miRs pour améliorer la néovascularisation déficiente 
chez la souris hypercholestérolémique. Ce projet a permis de démontrer pour la première fois in 
vivo qu’il est possible de récupérer la néovascularisation post-ischémique diminuée par 
l’hypercholestérolémie, au moyen d’un traitement basé sur une supplémentation de miRs. Pour 
les expériences in vivo, nous avons utilisé des souris normocholestérolémiques C57BL6 (NC) 
qui ont été comparées à des souris hypercholestérolémique (HC). Les souris HC utilisées sont 
des ApoE -/- sous diète riche en gras de type western, un modèle murin hypercholestérolémique 
fréquemment utilisé pour les études d’athérosclérose (Kapourchali, Surendiran et al. 2014). Ce 
modèle présente un niveau élevé de stress oxydant et d’inflammation, deux caractéristiques 
importantes qui sont liées à la dysfonction endothéliale et la défaillance de néovascularisation 
(Kapourchali, Surendiran et al. 2014). In vitro, les capacités angiogéniques des ECs matures ont 
été évaluées en utilisant des HUVECs exposées ou non à oxLDL afin de mimer le phénotype 
hypercholestérolémique.  
 
 La première étape a été d’identifier des miRs pro-angiogéniques dont l’expression est 
diminuée et/ou des miRs anti-angiogéniques dont l’expression est augmentée dans le muscle 
ischémique des souris HC vs. NC. Pour ce faire, nous avons utilisé la technologie de séquençage 
nouvelle génération à haut débit (NSG) qui permet d’obtenir le nombre de copies total de chaque 
miRs exprimé dans un échantillon (Gunaratne, Coarfa et al. 2012). Le NSG est la méthode la 
plus rapide et la plus efficace pour étudier un large profil d’expression de miRs d’un échantillon 
biologique (Liu, Jennings et al. 2011). De plus, parmi les  trois principales techniques utilisées 
pour mesurer l’expression des miRs (NSG, qRT-PCR et microarray), le NSG permet de 
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découvrir de nouveaux miRs et d’obtenir le profil total d’expression génique d’un échantillon, 
contrairement aux deux autres techniques qui sont basées sur l’appariement de séquence connue 
(Liu, Jennings et al. 2011). 
 
 Nos résultats initiaux ont démontré que l’expression d’environ 90 miRs est modulée d’un 
facteur supérieur à 20 % dans le muscle ischémique des souris HC vs NC. Également, ces miRs 
présentent au moins 1000 copies par millions de lectures (RPM) dans le muscle ischémique. De 
façon intéressante nous avons observé que l’expression de seulement 10 miRs est augmentée 
par l’hypercholestérolémie, dont 8 qui sont spécifiquement retrouvés chez la souris et non chez 
l’humain. Les deux autres miRs augmentés ne possédaient pas de cibles connues ou prédictives 
pour des gènes impliqués dans l’angiogenèse, rendant leur sélection complexe pour notre étude. 
À partir de ces données, nous nous sommes donc concentrés sur les miRs diminués par 
l’hypercholestérolémie dans le processus de sélection d’un premier miRs candidat pour 
l’étude 2. Afin de déterminer ce miR candidat, nous avons procédé par élimination. 
Premièrement, nous avons comparé le niveau d’inhibition de chacun des miRs par 
l’hypercholestérolémie et nous avons confirmé que ces miRs sont aussi exprimés chez l’humain. 
Finalement, nous avons tenté d’identifier des cibles potentielles anti-angiogéniques connues ou 
prédictives pour chacun des miRs retenus. Cette démarche a permis d’identifier clairement le 
miR-150 comme un miR pro-angiogénique dont le niveau d’expression est le plus diminué dans 
le muscle ischémique de souris hypercholestérolémiques.  
 
 Le miR-150 est conservé dans l’évolution et est retrouvé chez les mammifères incluant 
la souris et l’humain. Avant notre étude, il a été documenté que le miR-150 est impliqué dans 
l’embryogenèse, l’hématopoïèse, la différenciation des ECs et dans la vasculogenèse (Vasa, 
Fichtlscherer et al. 2001, Luo, Wen et al. 2013, He, Jiang et al. 2014). De plus, le miR-150 est 
également documenté comme stimulateur de migration et de prolifération de cellules tumorales 
(Cao, Hou et al. 2014), deux processus qui sont importants dans l’angiogenèse. Toutes ces 
informations confirmaient l’intérêt potentiel du miR-150 pour notre étude. À notre 
connaissance, notre étude est la première à démontrer un rôle du miR-150 dans la réponse des 
tissus ischémique en condition athérosclérotique. Premièrement, nos résultats ont démontré que 
l’expression du miR-150 est significativement réduite dans le muscle ischémique des souris HC, 
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mais aussi dans les HUVECs exposées aux oxLDL. Notre étude ne permet malheureusement 
pas d’adresser le mécanisme exact associé à la diminution du miR-150 par 
l’hypercholestérolémie et les oxLDL. Toutefois, nos résultats ont permis d’observer que 
l’hypercholestérolémie et les oxLDL stimulent l’activation de la protéine p53 qui est connue 
pour réprimer la transcription du miR-150 en se liant à sa séquence régulatrice (Ghose and 
Bhattacharyya 2015). Cette observation suggère que l’hypercholestérolémie et les oxLDL 
pourraient en partie diminuer l’expression du miR-150 via une augmentation de l’activation de 
p53. Chez l’humain, il a aussi été démontré que l’expression du miR-150 est diminuée dans le 
sang des patients hypercholestérolémiques et des patients avec des pathologies des artères 
coronaires (Weber, Baker et al. 2011, Karolina, Tavintharan et al. 2012). Avant de tester 
l’efficacité thérapeutique du miR-150 chez la souris, nous avons donc voulu confirmer son 
efficacité pro-angiogénique in vitro dans des HUVECs exposées ou non aux oxLDL. Nos 
résultats ont démontré qu’une supplémentation de miR-150 stimule la migration et la formation 
de tubules des HUVECs. De plus, l’expression forcée du miR-150 permet de récupérer 
totalement la capacité angiogénique des HUVECs qui est réduite par l’oxLDL. Par la suite, nous 
avons étudié le rôle direct du miR-150 dans l’induction de la dysfonction angiogénique des 
HUVECs par l’oxLDL. Comme nous avions démontré que la diminution du miR-150 par 
l’oxLDL corrèle avec la dysfonction angiogénique des HUVECs, la question était de savoir si 
la répression directe du miR-150 avait le même impact que les oxLDL. Pour répondre à cette 
question, nous avons donc utilisé un anti-miR-150 pour réprimer son expression dans les 
HUVECs. Nous avons observé que de façon similaire à l’oxLDL, l’inhibition directe du miR-
150 cause une défaillance de la migration et de la formation de tubules des HUVECs. Ce résultat 
confirme un rôle clé du miR-150 dans la régulation des propriétés angiogéniques des HUVECs. 
À partir de ces évidences, nous avons ensuite investigué in vivo l’effet thérapeutique d’une 
supplémentation de miR-150 sur la néovascularisation post-ischémique. Pour la conception 
expérimentale, nous avons utilisé des souris NC comme contrôles qui ont été comparées à des 
souris HC traitées avec le miR-150 ou un miR contrôle. L’administration du miR-150 a été 
effectuée au moment de la chirurgie par injection locale dans le muscle ischémique des souris, 
à une dose de 5 mg/kg dans un véhicule lipidique (RNAlancer). Nous avons choisi 
l’administration par injection locale au lieu de systémique (IV) pour plusieurs raisons. 
Premièrement, la littérature montre que la concentration de miRs dans le tissu ciblé est 
 
252 
supérieure et reste confinée en grande partie au lieu d’injection (Zhang, Wang et al. 2013). En 
effet, nous avons observé au laboratoire que l’administration par voie IM permet de délivrer 20 
fois plus de miRs dans le muscle que la voie IV. De plus, nous avons observé que l’utilisation 
d’un véhicule lipidique permet d’augmenter le taux de livraison de miR de 10 fois par rapport à 
une injection sans ce type de véhicule. Nous avons choisi ce type de véhicule basé aussi sur sa 
faible toxicité (Zhang, Wang et al. 2013). Finalement, l’administration locale limite aussi les 
effets non spécifiques à d’autres organes et induit moins d’effets secondaires (Zhang, Wang et 
al. 2013).  
 
 Nos résultats ont démontré une augmentation significative de la néovascularisation chez 
les souris HC traitées au miR-150 comparées à celles traitées avec un miR contrôle.  
Étonnamment, cette néovascularisation des souris HC supplémentées en miR-150 était même 
supérieure à celle des souris NC en bonne santé. En effet, nous avons observé une restauration 
complète de la récupération du flot sanguin, de la densité capillaire et artériolaire, ainsi qu’une 
meilleure mobilité chez les souris HC traité au miR-150. Ces observations concordent donc avec 
d’autres études où il a été démontré que le miR-150 possède diverses propriétés pro-
angiogéniques incluant la capacité à stimuler la migration des ECs in vitro et d’induire 
l’angiogenèse in vivo dans un contexte physiologique non ischémique (Zhang, Liu et al. 2010, 
Li, Zhang et al. 2013). Un autre groupe de recherche a aussi démontré que l’inhibition du miR-
150 diminue l’angiogenèse tumorale in vivo (Liu, Zhao et al. 2013). De façon controversée 
d’autres études ont reporté un rôle anti-angiogénique pour le miR-150, dans des contextes 
pathologiques comme l’angiogenèse cérébrale suite à l’AVC et la néovascularisation oculaire 
(Liu, Sun et al. 2015, He, Li et al. 2016). Collectivement, toutes ces études confirment que d’une 
part le miR-150 joue un rôle dans la régulation de l’angiogenèse et que d’autre part, son effet 
varie en fonctions de la situation pathologique et du type cellulaire sur lequel il agit. 
 
 Afin de mieux comprendre comment le miR-150 agit au niveau moléculaire pour exercer 
son effet stimulateur sur la néovascularisation dans notre modèle d’ischémie, nous avons tenté 
d’élucider au moins en partie les mécanismes d’actions impliqués. Premièrement, nous voulions 
comprendre comment le miR-150 induit la migration et de la formation de tubule des HUVECs. 
Comme il a été démontré dans l’introduction, chaque miR peut posséder plus de cent cibles 
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(mRNA) rendant difficile la détermination exacte de leurs mécanismes d’action sur un processus 
précis tel que la néovascularisation. Il faut également considérer le fait que la modulation d’un 
seul miR peut affecter l’expression de plusieurs gènes simultanément menant à de multiples 
modifications de l’homéostasie des systèmes biologiques. Dans ce contexte, nous avons choisi 
de cibler et d’investiguer l’impact du miR-150 sur la voie de signalisation pro-angiogénique 
Src, pouvant potentiellement expliquer les effets stimulateurs du miR-150 sur la 
néovascularisation. Ce choix a été effectué après avoir examiné une liste de cibles potentielles 
du miR-150 connues dans la littérature, mais également à partir de séquences prédictives. Nous 
nous sommes donc basés sur le fait que le miR-150 a précédemment été documenté pour cibler 
directement l’ARN de SRCIN1, un important inhibiteur endogène de l’activité de Src dans les 
cellules cancéreuses (Cao, Hou et al. 2014). SRCIN1 agit en inactivant Src par phosphorylation 
de sa tyrosine inhibitrice Tyr527 (Di Stefano, Damiano et al. 2007). De plus, la suppression du 
gène SRCIN1 dans les cellules cancéreuses augmente la prolifération, la migration et l’invasion 
tumorale in vitro (Di Stefano, Damiano et al. 2007). Aussi, il a été démontré que le miR-150 
stimule la prolifération et la migration de cellules cancéreuses du poumon en ciblant SRCIN1 
(Cao, Hou et al. 2014). Src est impliqué dans la stimulation de plusieurs voies de signalisation 
qui induisent l’angiogenèse par le VEGF (Eliceiri, Paul et al. 1999) et par la 
voie PI3K/AKT/eNOS (Fulton, Church et al. 2005). À partir de ces évidences, nous pensions 
que l’action pro-angiogénique du miR-150 observée lors de notre étude pouvait en partie être 
causée par une diminution de SRCIN1 qui mènerait à une augmentation de l’activité de Src. 
Également, le fait que le rôle de SRCIN1 dans la néovascularisation post-ischémique in vivo 
n’était pas connue en faisait une cible d’investigation intéressante. Dans un premier temps, nos 
résultats ont confirmé que l’expression de SRCIN1 est significativement augmentée dans le 
muscle des souris HC, mais aussi dans les HUVECs exposées aux oxLDL. Nous avons aussi 
trouvé que cette augmentation de SRCIN1 est associée à une diminution importante de 
l’activation de Src et de sa signalisation incluant AKT et eNOS. De façon intéressante, nos 
résultats ont démontré qu’un traitement de miR-150 inhibe l’expression de SRCIN1 et permet 
de récupérer l’activation de Src/AKT/eNOS qui est réduite en conditions athéroslérotiques, et 
ce in vivo et in vitro. Afin de confirmer l’importance de l’axe SRCIN1/Src dans le mécanisme 
d’induction angiogénique du miR-150 in vitro, nous avons utilisé un inhibiteur de 
phosphorylation de Src avant de traiter les HUVECs avec le miR-150. Nos résultats ont 
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démontré une diminution significative de l’effet pro-angiogénique du miR-150 lorsque Src est 
inhibé, confirmant un mécanisme dépendant de Src pour l’action du miR-150. Afin de pousser 
plus loin l’investigation du rôle de l’axe miR-150/SRCIN1 dans la fonction angiogénique des 
HUVECs, nous avons aussi inhibé l’expression du miR-150 et de SRCIN1. Nos résultats 
démontrent que l’inhibition directe du miR-150 augmente l’expression de SRCIN1 de façon 
similaire aux oxLDLs et que la répression directe de SRCIN1 par un siRNA augmente l’activité 
de Src et la fonction angiogénique des HUVECs. Globalement, nos données suggèrent que le 
miR-150 améliore la capacité angiogénique des ECs en réprimant SRCIN1, ce qui conduit à une 
meilleure néovascularisation en réponse à l’ischémie.  
 
 Comme les miRs sont de plus en plus reconnus comme d’importants régulateurs de 
l’activité des cellules hématopoïétiquse et progénitrices, nous avons évalué l’effet du miR-150 
sur le nombre et l’activité fonctionnelle des PACs (Heinrich and Dimmeler 2012). Pour ce faire, 
nous avons isolé les PACs de la moelle osseuse des différents groupes de souris 14 jours après 
la chirurgie d’ischémie, pour les mettre en culture et effectuer divers essais de fonctions. Nos 
résultats suggèrent que les PACs sont impliqués dans le mécanisme de modulation de la 
néovascularisation par l’hypercholestérolémie et le miR-150. Premièrement, nous avons 
observé une diminution du nombre et de l’activité fonctionnelle des PACs chez les souris HC 
vs NC. De façon intéressante, nous avons aussi observé une restauration complète du nombre 
PACs et de leur capacité de migration, d’adhésion aux ECs et d’intégration aux tubules chez les 
souris HC traitées avec le miR-150. L’effet pathologique de l’hypercholestérolémie et l’effet 
stimulateur du miR-150 sur les PACs qui ont été observés dans notre étude semblent consistants 
avec d’autres études dans la littérature. Premièrement, une diminution du nombre de PACs et 
de leur activité fonctionnelle est observée chez les patients présentant des facteurs de risque de 
l’athérosclérose et en particulier les patients hypercholestérolémiques. Au niveau du miR-150, 
des études ont aussi documenté son importance dans le développement des lignées cellulaires 
impliquées dans la réponse immune et dans le développement vasculaire (Bezman, Chakraborty 
et al. 2011, Luo, Wen et al. 2013). Aussi, il a été documenté dans un modèle murin d’infarctus 
du myocarde que le miR-150 régule la migration et la mobilisation des cellules mononuclées de 
la moelle osseuse aux tissus cardiaques ischémiques (Tano, Kim et al. 2011). Les résultats de 
ces différentes études supportent donc nos résultats sur l’effet stimulateur du miR-150 sur les 
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PACs, en confirmant un rôle potentiel de celui-ci dans des processus vasculaires et ischémiques. 
Notre étude n’explique pas tous les mécanismes spécifiques qui sont responsables de la 
modulation des PACs par le miR-150. Entre autre, fait que le miR-150 est injecté localement 
dans le muscle ischémique et que l’effet sur les PACs est obtenu à distance dans la moelle 
osseuse est intriguant. Il est possible le miR-150 qui est injecté dans le muscle puisse par la suite 
recirculer pour agir sur les PACs à distance. Cette hypothèse est basée sur plusieurs études 
suggérant que les miRs intracellulaires peuvent être sécrétés pour recirculer via des vésicules, 
et jouer un rôle dans la communication entre les cellules (Rayner and Hennessy 2013, López 
and Granados-López 2017). Il est aussi possible que l’effet du miR-150 observé chez les PACs 
dans notre étude provienne d’une action paracrine. Par exemple, l’activité angiogénique des 
cellules du muscle ischémique ayant intégré le miR-150 pourrait potentiellement être augmentée 
par celui-ci et mener à la production de diverses molécules pro-angiogéniques libérées dans la 
circulation. Dans cette optique, pour déterminer si le mécanisme est lié à un effet paracrin ou 
par recirculation du miR-150, il serait intéressant de doser le miR-150 dans le plasma et dans 
les PACs à différent temps après l’injection. Nous aurions aussi pu doser différents facteurs 
angiogéniques plasmatiques qui sont connus pour jouer un rôle sur l’activité fonctionnelle des 
PACs. Cette étude de caractérisation supplémentaire aurait par contre été complexe, car il est 
difficile de déterminer le bon temps pour quantifier les miRs, étant donné que la cinétique de 
dégradation de ceux-ci est encore peu documentée. De plus, cette analyse aurait demandé un 
nombre élevé d’animaux pour effectuer divers prélèvements sur 14 jours. Par contre, nous avons 
isolé les PACs de souris NC et avons modulé l’expression du miR-150 pour évaluer son action 
sur la voie SRCIN/Src/eNOS. Nos résultats ont démontré que de façon similaire au résultat 
obtenu précédemment dans les HUVECs, les PACs isolées et exposées au oxLDL présentent 
une augmentation de SRCIN1 associée à une défaillance d’activation de Src et eNOS qui peut 
être restaurée par l’expression forcée du miR-150. Si l’on émet l’hypothèse que le miR-150 est 
redistribué à un niveau significatif dans la circulation après l’injection dans le muscle 
ischémique, la stimulation de la voie Src dans les PACs par celui-ci pourrait expliquer 
l’augmentation de l’activité angiogénique de ces cellules. De plus, des études ont confirmé que 
Src joue un rôle clé dans le recrutement de cellules progénitrices de la moelle osseuse dans le 
cœur ischémique par un mécanisme impliquant SDF-1/CRCR-4 (Cheng, Huang et al. 2015). Le 
SDF-1 est impliqué dans la mobilisation et la migration des PACs (Cheng and Qin 2012). 
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Finalement, il est aussi connu que l’activation de Src stimule à son tour l’activation d’eNOS qui 
produit du NO, un facteur clé dans la modulation du nombre et de la fonction des PACs (Aicher, 
Heeschen et al. 2003, Fulton, Church et al. 2005). 
 
 Pour résumer, la deuxième étude de cette thèse montre pour la première fois que la 
diminution du miR-150 par l’hypercholestérolémie contribue à défaillance de 
néovascularisation post-ischémique en condition athérosclérotique. Notre étude montre aussi 
que le mécanisme d’action délétère implique en partie une augmentation de SRCIN1 causant 
l’inhibition de Src et contribuant à la dysfonction angiogénique des ECs et des PACs. Nos 
résultats démontrent également qu’une injection intramusculaire de miR-150 dans le muscle 
ischémique améliore la néovascularisation et pourrait constituer une nouvelle stratégie 
thérapeutique pour le traitement des pathologies ischémiques.  
 
 Plusieurs expériences pourraient être effectuées afin de complémenter cette étude. 
Premièrement, il serait intéressant d’évaluer la modulation de l’expression du miR-150 par 
l’hypercholestérolémie dans les différentes cellules du muscle ischémique et notamment dans 
les ECs directement isolées du muscle. Au niveau des PACs, il serait aussi intéressant d’étudier 
l’effet du miR-150 sur leur mobilisation aux sites ischémiques dans notre modèle. Également, 
il serait pertinent d’inhiber le miR-150 dans des souris normocholestérolémique afin d’évaluer 
si cette supression cause la même défaillance de néovascularisation observée dans une condition 
hypercholestérolémique. De façon inverse, pour confirmer l’importance de l’inhibition de 
SRCIN1 dans l’action bénéfique du miR-150 sur la néovascularisation, l’utilisation d’un siRNA 
contre SRCIN1 dans des souris HC pourrait être effectuée. L’efficacité thérapeutique du miR-
150 pourrait aussi être investiguée dans d’autres modèles de souris présentant des facteurs de 
risques cardiovasculaires comme le tabagisme, le diabète et le vieillissement. Finalement, 
comme les miRs peuvent cibler plus d’une centaine de gênes simultanément, il serait pertinent 
d’effectuer une caractérisation plus élargie des mécanismes responsables de la défaillance de 
néovascularisation corrélée à la diminution du miR-150 par l’hypercholestérolémie. En effet, en 
plus de l’action pro-angiogénique du miR-150, celui-ci pourrait potentiellement moduler 
différent processus comme le stress oxydant, l’inflammation et d’autres processus pathologiques 
associés à l’effet délétère de l’hypercholestérolémie. Dans cette optique, notre troisième étude 
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visait à étudier le rôle d’un miR pouvant cette fois moduler des processus comme l’inflammation 
et le stress oxydant qui sont associés à la dysfonction des ECs et des PACs, deux phénomènes 
contribuant à la défaillance de néovascularisation par l’hypercholestérolémie. 
 
 Afin de sélectionner un miR candidat pour cette troisième étude, nous avons dans un 
premier temps examiné sous un nouvel angle les données du NSG obtenu lors du projet 
précédent. L’objectif était d’identifier un miR fortement exprimé et modulé dans le muscle 
ischémique des souris HC, qui pourrait être impliqué dans des processus liés à la dysfonction 
endothéliale. À partir de ces critères, nous avons identifié le miR-146b comme candidat pour 
cette troisième étude. Il est connu que le miR-146b possède des propriétés anti-inflammatoires 
(Hulsmans, Van Dooren et al. 2012, Comer, Camoretti-Mercado et al. 2014, Xie, Shu et al. 
2014, Fulzele, El-Sherbini et al. 2015). Nos résultats obtenus par NSG ont montré une 
diminution d’environ 45 % de son expression dans le muscle ischémique des souris HC. 
Plusieurs études ont démontré dans divers modèles cellulaires in vitro qu’une diminution de 
l’expression du miR-146 est associée à une élévation de divers gènes inflammatoires dans 
plusieurs types cellulaires (Curtale, Renzi et al. 2012, Hulsmans, Van Dooren et al. 2012, 
Comer, Camoretti-Mercado et al. 2014, Lee, Kim et al. 2016), ce qui peut causer la dysfonction 
des ECs et PACs (Chang, Tsai et al. 2017, Su, Sun et al. 2017). À partir de ces informations, 
notre hypothèse de départ était qu’une diminution de l’expression du miR-146b dans le muscle 
ischémique par l’hypercholestérolémie pourrait créer un environnement pro-inflammatoire de 
forte intensité et causer une défaillance de néovascularisation. Le rôle de l’inflammation dans 
la réponse physiologique de néovascularisation des tissus ischémiques demeure controversé. En 
effet, des études suggèrent qu’un niveau physiologique minimum est nécessaire pour stimuler 
la néovascularisation (Silvestre, Mallat et al. 2008), alors qu’une intensité élevée favoriserait la 
dysfonction endothéliale et la survenue de pathologies cardiovasculaires (Galle, Quaschning et 
al. 2003, Zhang 2008, Castellon and Bogdanova 2016). À notre connaissance, notre étude est la 
première à définir le rôle d’un miR anti-inflammatoire (miR-146b) pour la modulation de la 
néovascularisation post-ischémique en condition athérosclérotique.  
 
 La première étape de cette étude a été de confirmer par PCR que l’expression du miR-
146b est diminuée dans nos modèles in vivo et in vitro. Également, nous voulions confirmer que 
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cette diminution est corrélée à une augmentation des marqueurs inflammatoires régulés par le 
miR-146b. Nos résultats ont démontré pour la première fois in vivo que l’expression du miR-
146b est significativement diminuée (environ 45 % de diminution) dans le muscle ischémique 
par l’hypercholestérolémie et encore plus drastiquement in vitro dans les HUVECs exposés aux 
oxLDL (plus de 90 % de diminution). De façon intéressante, une étude précédente a aussi 
démontré que l’expression du miR-146b est diminuée dans les monocytes des patients obèses 
(Hulsmans, Van Dooren et al. 2012). L’obésité est un facteur de risque associé au 
développement de l’athérosclérose et les patients obèses présentent souvent d’autres facteurs de 
risque cardiovasculaire comme l’hypercholestérolémie, le diabète et l’hypertension (Burke, 
Bertoni et al. 2008, Lavie, Milani et al. 2009). Au niveau mécanistique, le miR-146b a été 
documenté pour réguler négativement le gène pro-inflammatoire TRAF6 (Echavarria, Mayaki 
et al. 2015, Jiang, Liu et al. 2015), un important médiateur de signaux impliqués dans la 
signalisation des récepteurs inflammatoires comme le CD40 (Mukundan, Bishop et al. 2005, 
Habibi, Ghadiri Soufi et al. 2016). TRAF6 est également connu comme protéine adaptatrice 
impliquée dans l’activation de NF-κB, un important facteur transcriptionnel régulant 
positivement l’inflammation (Dickson, Bhakar et al. 2004). Par exemple, le  NF-κB induit 
l’expression de diverses molécules pro-inflammatoires comme le TNF-α et VCAM-1 (Tak and 
Firestein 2001, Hoesel and Schmid 2013, Habibi, Ghadiri Soufi et al. 2016) qui sont impliquées 
dans la dysfonction endothéliale et l’adhésion des monocytes à l’endothélium (Picchi, Gao et 
al. 2006, Chen, Andresen et al. 2008). À la lumière de ces informations, nous voulions confirmer 
que l’hypercholestérolémie et les oxLDL induisent bien l’expression de TRAF6 et de sa 
signalisation incluant le TNF-α et VCAM-1. Comme nous le pensions, nos résultats ont 
démontré une corrélation inverse entre le miR-146b et le niveau d’expression des marqueurs 
inflammatoires TRAF6, TNF-α et VCAM-1. Ces résultats suggèrent donc que la diminution du 
miR-146b par ces conditions athérosclérotiques pourrait être en partie responsable de 
l’augmentation de l’inflammation par la voie de signalisation impliquant TRAF6. Pour 
confirmer l’importance du miR-146b dans l’induction de la réponse inflammatoire et de la 
dysfonction endothéliale par les oxLDL, nous avons inhibé son expression dans les HUVECs et 
effectué divers essais cellulaires (ROS, adhésion de monocytes, angiogenèse, etc.). 
L’endothélium dysfonctionnel est caractérisé par un niveau élevé de ROS intracellulaire, 
l’expression de molécules d’adhésion monocytaire comme VCAM-1, et une diminution de la 
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fonction angiogénique. Nous avons trouvé que de façon similaire aux oxLDL, l’inhibition 
directe du miR-146b par un anti-miR mène directement à la dysfonction des HUVECs. En effet, 
une augmentation significative des marqueurs pro-inflammatoires (TRAF6, TNF-α et VCAM-
1), des ROS intracellulaires et de l’adhésion des monocytes a été observée dans les HUVECs 
traitées avec un anti-miR-146b. De plus, nos résultats montrent pour la première fois que 
l’inhibition du miR-146b mène à une importante défaillance de la capacité de migration et de 
formation de tubules des HUVECs. Ces résultats suggèrent que l’effet pathologique des oxLDL 
sur la fonction des HUVECs est au moins en partie causé par l’inhibition du miR-146b. Nos 
résultats semblent cohérents avec d’autres études. En effet, il a été documenté que la diminution 
de l’expression du miR-146b chez les patients obèses mène à une augmentation des ROS 
mitochondriale et du TNF-α (Hulsmans, Van Dooren et al. 2012). De plus, il est connu qu’un 
niveau élevé de TNF-α augmente la production de ROS dans plusieurs lignées cellulaires 
(Corda, Laplace et al. 2001, Yang, Elner et al. 2007) et favorise l’adhésion des monocytes en 
stimulant l’expression de VCAM-1 (Ende, Poitz et al. 2014, Oberoi, Schuett et al. 2016). Au 
niveau de la défaillance angiogénique observée dans les HUVECs, il est possible de penser 
qu’elle pourrait être causée par l’élévation du stress oxydant, un phénomène observé dans nos 
études précédentes au laboratoire (Lefevre, Michaud et al. 2007, Turgeon, Dussault et al. 2010, 
Groleau, Dussault et al. 2011, Haddad, Dussault et al. 2011, Desjarlais, Dussault et al. 2015) .  
 
 Avant d’évaluer le potentiel thérapeutique du miR-146b in vivo, nous avons d’abord 
étudié son rôle dans l’induction de la dysfonction des HUVECs par les oxLDL. Nous avons 
traité les HUVECs avec un mimic de miR-146b avant de les exposer au oxLDL. Nos résultats 
montrent que la surexpression du miR-146b permet de protéger les HUVECs de l’effet 
pathologique des oxLDL. En effet, l’expression forcée du miR-146b diminue le stress oxydant 
et l’adhésion des monocytes induite par les oxLDL, et restaure complètement la capacité de 
migration et de formation de tubules des HUVECs. Au niveau moléculaire, la surexpression du 
miR-146b bloque de façon presque complète l’induction de TRAF6 par les oxLDL et diminue 
significativement l’induction de VCAM-1 et du TNF-α.  
 
 Il est également important de mentionner que lors de nos expériences préliminaires, nous 
n’avions observé aucun effet pro-angiogénique du miR-146b dans des HUVECs en condition 
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basale (i.e. HUVECs non exposées aux oxLDL). De façon générale, cela nous indique que le 
miR-146b n’exerce pas un effet pro-angiogénique pur mais protège plutôt contre les effets 
inflammatoires et pro-oxydants des oxLDL. Toutefois, les mécanismes exacts restent à définir. 
Il est cependant possible de penser que cette récupération des fonctions des HUVECs par le 
miR-146b impliquerait une diminution de l’inflammation et du stress oxydant causée par 
l’inhibition de TRAF6. De façon intéressante, une étude récente a démontré in vitro que 
l’inhibition du gène TRAF6 dans des ECs augmente significativement l’activité du promoteur 
de VEGF (Bruneau, Datta et al. 2012). Cette donnée indique que la récupération de la fonction 
angiogénique des HUVECs par le miR-146b pourrait aussi impliquer une restauration du niveau 
de VEGF causée indirectement par la diminution de TRAF6. Toutefois, le rôle potentiel de 
TRAF6 dans l’angiogenèse est inconnu et reste à être investigué.  
 
Afin de confirmer si le miR-146b diminue TRAF6 de façon directe ou indirecte dans 
notre modèle in vitro, nous avons utilisé un rapporteur luciférase. Ce système est le modèle le 
plus souvent utilisé pour les études sur l’interaction miR/cible (Clement, Salone et al. 2015). Le 
principe expérimental consiste à cloner dans un vecteur contenant le reporteur luciférase la 
région 3’ UTR du mRNA (sauvage ou muté) qui est prédite comme étant cibléw par le miR 
étudié. Le niveau de luciférase mesuré permet ensuite de déterminer si le miR étudié se lie au 
mRNA d’intérêt (Clement, Salone et al. 2015). Les constructions plasmidiques utilisées dans 
notre étude contiennent soit un vecteur codant pour le gène sauvage de TRAF6 (wt-TRAF6) ou 
bien pour le gène de TRAF6 muté (mut-TRAF6) pour la région de liaison du miR-146. Une 
partie de chaque vecteur code aussi pour la luciférase qui est utilisée comme agent reporteur et 
qui est mesurée en bioluminescence. Pour ces expériences nous avons pré-transfecté les 
HUVECs avec le wt-TRAF6 ou le mut-TRAF6 suivi d’un traitement avec le miR-146b mimic 
ou d’une exposition aux oxLDL. Nos résultats ont démontré que le miR-146b diminue la 
luciférase associée au wt-TRAF6 et que cette diminution n’est plus observée chez les cellules 
transfectées avec le mut-TRAF6. Cela indique que le miR-146 cible directement TRAF6 pour 
diminuer son expression. Nous avons aussi démontré que les oxLDL induisent l’expression de 
TRAF6 de façon miR-146b-dépendante, puisque l’induction de TRAF6 n’est pas observée avec 
le mut-TRAF6. Le rôle de TRAF6 dans la néovascularisation post-ischémique n’est pas connu. 
Deux études sur l’angiogenèse dans des contextes pathologiques différents ont documenté des 
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effets inverses pour TRAF6. Par exemple, la première étude a démontré dans des HUVECs que 
la répression de TRAF6 augmente la signalisation angiogénique dépendante du VEGF, 
suggérant un rôle anti-angiogénique pour TRAF6 (Bruneau, Datta et al. 2012). Inversement, 
dans des cellules tumorales, une autre étude a démontré que TRAF6 jouerait un rôle pro-
angiogénique en étant requis pour l’expression de HIF1a (Sun, Li et al. 2013). Au niveau des 
pathologies cardiovasculaires, il a été documenté chez la souris hypercholestétolémique que 
l’inhibition de la liaison TRAF6/CD40 dans les leucocytes protège contre le développement de 
l’athérosclérose (Lutgens, Lievens et al. 2010). De façon intéressante, une autre étude a 
démontré in vivo que la déficience sélective de TRAF6 dans les ECs ou dans les cellules 
myéloïdes des souris ApoE-/- peut avoir des effets opposés sur l’athérosclérose en fonction du 
type cellulaire. En effet les résultats de cette étude montrent que les ECs déficientes en TRAF6 
favorisent l’athérosclérose, alors que les cellules myéloïdes déficientes en TRAF6 favorisent 
une diminution de l’athérosclérose et de l’inflammation (Polykratis, van Loo et al. 2012). Toutes 
ces études suggèrent que le rôle de TRAF6 peut varier selon le type cellulaire et le contexte 
pathologique. 
 
Suite à nos résultats in vitro indiquant que le miR-146b peut améliorer la fonction des 
HUVECs présentant un phénotype athérosclérotique, nous avons testé son effet thérapeutique 
in vivo dans notre modèle d’ischémie. Pour cette étude avons donc traité les souris HC avec un 
miR contrôle ou miR-146b mimic de façon identique à l’étude précédente (même dose, même 
mode d’injection, etc.). Nous avons observé une amélioration rapide et significative de la 
récupération du flot sanguin et de la densité capillaire chez les souris traitées avec le miR-146b 
au jour 7 post-chirurgie. Cliniquement, les souris traitées au miR-146b ont montré une réduction 
des dommages ischémiques au niveau de la patte opérée, et ceci était associé à une réduction de 
l’expression des marqueurs inflammatoire TRAF6 et TNF-α. Nous avons aussi observé une 
augmentation significative du nombre de PACs extraits de la moelle osseuse ainsi qu’une 
amélioration de leur activité fonctionnelle (capacités de prolifération et d’intégration aux 
tubules). Le nombre plus élevé de PACs retrouvé chez les souris traitées au miR-146b est 




 La comparaison de nos résultats avec d’autres études ayant investigué l’effet du miR-
146b sur diverses fonctions des PACs reste difficile car seulement 2 études sont disponibles 
(publiées en 2017). De plus, des fonctions angiogéniques contraires ont été rapportées dans ces 
études. Une première étude a démontré dans un modèle murin d’ischémie cérébrale que le 
miR146a et le miR-146b stimulent la prolifération et la migration des EPCs en diminuant 
l’expression de TRAF6 et IRAK1 (Su, Sun et al. 2017). De façon inverse, l’autre étude a 
démontré que la répression du miR-146b dans des ECFC (endothélial colony forming cells) 
extraites de patients coronariens augmentait la migration et la formation de tubules (Chang, Tsai 
et al. 2017). Ces résultats suggèrent encore une fois que le miR-146b posséderait des fonctions 
angiogéniques différentes en fonction du contexte pathologique et du type cellulaire. L’action 
bénéfique du miR-146b sur la fonction des PACs retrouvée dans nos travaux pourrait aussi être 
liée à son action anti-inflammatoire et anti-oxydante. En effets, il est connu que l’inflammation 
et le stress oxydant modulent négativement l’activité biologique des PACs et que l’utilisation 
de médicaments avec des propriétés anti-inflammatoire et/ou antioxydante améliore la fonction 
biologique des EPCs des patients avec des pathologies cardiovasculaires (Lin, Lin et al. 2013). 
Le rôle de l’inflammation dans la néovascularisation reste difficile à définir de façon précise. 
Par exemple, plusieurs facteurs inflammatoires présents en faible quantité comme le TNF-α, 
l’IL-1 et le SDF-1 contribuent à induire la mobilisation et le recrutement des PACs (Lin, Lin et 
al. 2013). Plusieurs évidences indiquent aussi que l’inflammation joue un rôle de stimulation 
sur la néovascularisation lorsqu’elle est transitoire et restreinte, alors qu’une d’inflammation 
élevée aurait un effet inverse (Lin, Lin et al. 2013). Une diminution du nombre de PACs en 
circulation a été observée lors de phénomène inflammatoire intense (Andreou, Tousoulis et al. 
2006). Également, un niveau élevé de TNF-α, dans le sang est associé à une diminution du 
nombre d’EPCs circulants chez l’humain, et un traitement anti-TNF-α permet d’augmenter leur 
nombre (Seeger, Haendeler et al. 2005, Ablin, Boguslavski et al. 2006, Martini, Biscaro et al. 
2015). Une autre étude à documenté que le TNF-α augmente le niveau d’apoptose des PACs et 
réduit les niveaux de VEGFR1, SDF-1 et eNOS, des molécules qui sont importantes pour la 
fonction angiogénique des PACS (Chen, Zhong et al. 2011). Collectivement, ces différentes 
études vont dans le même sens que nos résultats et suggèrent que l’effet bénéfique du miR-146b 
sur la néovascularisation retrouvé dans nos travaux pourrait probablement être lié à une action 
anti-inflammatoire. En effet, la diminution de TRAF6 et du TNF-α corrèle avec l’amélioration 
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de la fonction des HUVECs et des PACs qui était diminuée par les oxLDL et 
l’hypercholestérolémie. Il ne faut toutefois pas exclure la possibilité que le miR-146b exerce 
des effets pro-angiogéniques en ciblant divers facteurs en parallèle de ces effets anti-
inflammatoires. Jusqu’à maintenant, les différentes études semblent démontrer un potentiel 
bénéfique assez large du miR-146b au niveau des maladies cardiovasculaires en général. En 
effet, le miR-146b posséderait des fonctions anti-athérosclérotiques et cardioprotectrices 
importantes (Hulsmans, Van Dooren et al. 2012, Di, Li et al. 2017, Paterson, Chuppa et al. 
2017). 
 
 En résumé, les résultats de cette troisième étude ont permis de démontrer que la 
diminution du miR-146b est associée à la dysfonction endothéliale induite par les oxLDL, et est 
également liée à la défaillance de néovascularisation en condition hypercholestérolémique. 
Nous avons également démontré in vivo pour la première fois qu’une supplémentation d’un miR 
anti-inflammatoire permet d’améliorer la néovascularisation post-ischémique. Cette étude 
permet de mieux apprécier l’importance et le rôle spécifique des miRs dans la régulation de la 
néovascularisation.  
 
 Pour compléter cette troisième étude, plusieurs expériences supplémentaires pourraient 
être envisagées. Par exemple, notre étude n’adresse pas le mécanisme exact associé à 
l’augmentation de la néovascularisation par le miR-146b mais montre plutôt une corrélation 
potentielle entre des marqueurs pro-inflammatoires (TRAF6/TNF-α) et la fonction des ECs. 
Premièrement, l’inhibition du miR-146b pourrait être effectuée dans des souris saines C57Bl6 
afin de valider que ceci augmente l’inflammation et cause une défaillance de néovascularisation 
similaire aux souris hypercholestrolémiques. Aussi, afin de confirmer l’importance de TRAF6 
et du TNF-α dans le mécanisme d’action du miR-146, un traitement visant à surexprimer 
spécifiquement ces molécules en présence ou non de miR-146b pourrait être effectuée. Une 
comparaison de l’expression de différents marqueurs angiogéniques dans nos deux groupes de 
souris pourrait être effectuée par « microarray » de facteurs angiogéniques dans les tissus 
ischémiques, les PACs et le sérum afin de trouver de nouvelles cibles potentielles. L’utilisation 
de souris avec différents facteurs de risque cardiovasculaire pourrait être pertinente afin 
d’évaluer l’efficacité thérapeutique du miR-146b dans d’autre contextes pathologiques. Une 
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analyse des niveaux de ROS dans le muscle ischémique et dans les PACs des souris traitées ou 
non au miR-146b pourrait aussi être effectuée pour valider les résultats obtenus dans les 
HUVECs.  
 
 Les résultats de nos deux études sur les miRs montrent que d’une part, la dérégulation 
de l’expression de différents miRs par l’hypercholestérolémie module différents processus (ex. 
angiogenèse, inflammation, stress oxydant), ce qui crée un phénotype pathologique et diminue 
la capacité de l’organisme à former de nouveaux vaisseaux sanguins suite à une ischémie. 
D’autre part, nos travaux montrent qu’il est possible de bloquer ces processus pathologiques en 
rétablissant les niveaux physiologiques de miRs spécifiques. Dans l’ensemble, les résultats des 
deux études sur les miRs proposent de nouvelles alternatives thérapeutiques pouvant être 
exploitées afin d’améliorer la condition des patients atteints de pathologies cardiovasculaires 
ischémiques. 
 
L’étude de l’interrelation entre les miRs et le RAS pourrait aussi être une avenue 
intéressante pour de futures études. En effet, il a été démontré que des miRs spécifiques sont 
modulés par différentes composantes du RAS. Par exemple, l’Ang 2 diminue l’expression du 
miR-29b dans le cortex rénal. miR-29b est connu pour cibler le TGFb. Inversement, l’Ang 2 
induit l’expression de miRs comme le miR-132 et miR-212 dans le cœur, la paroi artérielle et 
dans les reins. Ces miRs sont connus pour cibler l’AT1 et ERK1/2 qui est impliqué dans la 
prolifération cellulaire. Il a aussi été démontré que les différents inhibiteurs du RAS modulent 
l’expression de miRs spécifiques. Le captopril est documenté pour augmenter l’expression du 
miR-16 qui cible le VEGF, alors que l’Enalapril induit l’expression du miR-181a qui cible le 
TNF-α. En lien avec nos études sur les miRs, il a été démontré que l’Atorvastatin diminue 
l’expression du miR-146b qui cible TRAF6 alors que l’Aliskiren diminue l’expression du miR-
106, du miR-27a et du miR-18b. Tous ces miRs sont connus pour cibler le EGFR, un important 
récepteur de croissance endothéliale. Il est donc possible de penser que l’Aliskiren pourrait aussi 
indirectement augmenter la néovascularisation en diminuant ces miRs et en causant une 
augmentation d’EGRF (Pacurari et Tchounwou, 2015; Deiuliis et al, 2014; Kemp et al, 2014). 
Finalement, une thérapie par les miRs ciblant différentes composantes du RAS pourrait être 





 À l’heure actuelle, seulement 7  études cliniques chez l’humain sont en cours pour 
évaluer les miRs d’un point de vue thérapeutique, et la plupart sont des études de phase 1 
((Rupaimoole and Slack 2017). Parmi ces 7 études, 4 sont basées sur l’utilisation d’anti-miRs 
ciblant des pathologies telles que le cancer, l’hépatite C et le diabète. Les 3 autres études 
cliniques ciblent le cancer et la sclérose en plaque en utilisant des miR-mimics (Rupaimoole and 
Slack 2017). L’étude la plus avancée (phase 2) est effectuée par la compagnie Santaris Pharma 
and Hoffman-Laroche (NCT01200420). Cette étude vise à traiter l’hépatite C par un anti-
miR122 (Rupaimoole and Slack 2017) et montre des résultats thérapeutiques intéressants. 
Malheureusement, aucune de ces études cliniques thérapeutiques ne cible encore des 
pathologies cardiovasculaires pour le moment. La thérapie par les miRs est un axe de recherche 
en pleine effervescence et de plus en plus d’essais cliniques seront effectués au cours des 
prochaines années. Ceci démontre l’importance d’une caractérisation approfondie des fonctions 
biologiques fondamentales des miRs dans les modèles animaux. 
 
Critique de nos modèles et limitations de nos études 
 Nos études suggèrent que des conditions athérosclérotiques comme 
l’hypercholestérolémie et les oxLDL diminuent la capacité de néovascularisation post-
ischémique par divers mécanismes. Nos travaux démontrent également qu’il est possible 
d’améliorer la néovascularisation par différentes approches thérapeutiques incluant l’inhibition 
de la rénine par l’aliskiren et par une supplémentation de miR-150 et de miR-146b. Nous avons 
utilisé différentes approches expérimentales et différents modèles in vivo et in vitro. Ces 
modèles comportent tous des limitations. De plus, il est difficile d'extrapoler chez l’humain les 
résultats obtenus dans un modèle animal présentant seulement quelques caractéristiques de la 
pathologie étudiée (e.g. athérosclérose, néovascularisation). Le même phénomène s'applique 
dans l'extrapolation des résultats in vitro d’un environnement contrôlé absent d’interaction 
dynamique (Shanks, Greek et al. 2009). En effet, la néovascularisation in vivo met en jeu 
plusieurs éléments incluant une réponse à l'ischémique, une réponse inflammatoire et de 




 Pour nos travaux in vivo, nous avons choisi un modèle murin d’ischémie de la patte. Ce 
modèle consiste à induire chirurgicalement une ischémie sévère dans la patte, par ablation de 
l’artère fémorale et de ses vaisseaux collatéraux. Ce modèle simule une ischémie sévèere du 
membre inférieur chez l’humain (Couffinhal, Dufourcq et al. 2009, Niiyama, Huang et al. 2009). 
Nous avons choisi ce modèle d'ischémie pour plusieurs raisons. Premièrement, il s’agit d’un 
modèle bien documenté que nous avons également très bien caractérisé au fil des ans dans notre 
laboratoire. Il permet d’induire une ischémie sévère et d’obtenir une bonne modulation de la 
néovascularisation, ce qui est nécessaire pour apprécier l’impact stimulateur de différents agents 
thérapeutiques. De plus, ce modèle d’ischémie permet d’obtenir un niveau minimal de 
complication (saignement, infection et mortalité) tout en induisant une ischémie sévère. En 
effectuant l’ischémie dans une seule patte, le modèle permet d’utiliser la patte contra-latérale 
comme contrôle interne non ischémique. Il est également possible dans ce modèle d'analyser en 
continu la récupération du débit sanguin par Laser Doppler, une technique qui est non-invasive 
et qui requière une simple anesthésie. Le laser doppler permet également de confirmer la qualité 
de la chirurgie d’ischémie immédiatement après l’ablation de l’artère fémorale. Il est important 
de noter que la ligature artérielle est un autre modèle d'ischémie très utilisé. Par contre, il produit 
une ischémie beaucoup moins sévère et la récupération du flot sanguin est souvent trop rapide 
(Couffinhal, Dufourcq et al. 2009, Niiyama, Huang et al. 2009). La ligature de différentes artères 
(ex. coronaires et carotidiennes) est utilisée dans des modèles l’infarctus du myocarde et d’AVC 
(Couffinhal, Dufourcq et al. 2009, Niiyama, Huang et al. 2009). Dans ce type d’ischémie aiguë, 
un rétablissement rapide du flot sanguin est nécessaire pour permettre la survie. La 
néovascularisation thérapeutique est moins pertinente dans ce contexte, mais très favorable dans 
une ischémie de type chronique. Les patients avec des pathologies occlusives périphériques 
présentent en général des manifestations cliniques distinctes. Par exemple, la ligature de l’artère 
fémorale simule plus la claudication intermittente, ou les patients ont une diminution du flot 
sanguin dans les extrémités surtout à l’effort. Par contre, l’ablation chirurgicale de l’artère 
fémorale et de ses branches collatérales crée une ischémie sévère qui s’apparente cliniquement 
aux patients présentant une ischémique critique des membres inférieurs (Couffinhal, Dufourcq 
et al. 2009, Niiyama, Huang et al. 2009). Notre modèle permet également d’effectuer diverses 
mesures de score clinique comme la récupération de la capacité de marche de la souris ainsi 
qu’une évaluation visuelle des dommages ischémiques au niveau de la patte. Notre modèle 
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murin d’ischémie comporte également plusieurs limitations. Premièrement, des variations de 
l’injure et de la récupération du flot sanguin ont été observées entre les différentes espèces 
animales, mais aussi entre les types de souris (Niiyama, Huang et al. 2009). De plus, il est 
difficile d’extrapoler les résultats à d’autres modèles d’ischémie effectués par une ligature. En 
effet, la localisation de la ligature artérielle, la présence ou non de vaisseaux collatéraux en 
périphérie et la variabilité entre les espèces sont des facteurs qui modulent l’intensité de 
l’ischémie (Niiyama, Huang et al. 2009). Également, dans les modèles de ligature, 
l’artériogenèse et la croissance collatérales prédominent au site de ligature alors que 
l’angiogenèse domine dans le lit distal ischémique (Couffinhal, Dufourcq et al. 2009). Pour 
résumer, nous pensons notre modèle chirurgical d’ischémie est fiable pour évaluer la modulation 
de la néovascularisation. Nous pensons qu'il permet de simuler une ischémie sévère de type 
chronique chez l'humain et permet de comparer l’impact de différents agents thérapeutiques 
entre deux groupes de souris. 
 
 Pour analyser la néovascularisation nous utilisons le Laser Doppler. C’est une approche 
indirecte qui ne visualise pas directement les vaisseaux sanguins mais permet de mesurer la 
récupération du flot sanguin. Le Laser Doppler donne donc une idée globale de la 
néovascularisation au niveau de la patte ischémique. Le principe est basé sur une numérisation 
séquentielle d’une structure vivante par un laser qui détecte les fluides en mouvement (sang) et 
génère une image colorée représentant la distribution du sang dans un tissu (Couffinhal, Silver 
et al. 1998). Un des désavantages du laser doppler est que les souris ne doivent pas être traitées 
avec des agents vasomoteurs pouvant affecter le flot sanguin pendant la prise de mesure. Il existe 
aussi plusieurs autres méthodes qui permettent de visualiser directement les vaisseaux comme 
le micro-CT, l’échographie de contraste et l’IRM (Couffinhal, Dufourcq et al. 2009). Toutefois, 
il s’agit de méthodes plus complexes qui nécessitent la plupart du temps une perfusion en 
continue avec des produits de contraste (Couffinhal, Dufourcq et al. 2009). Afin de valider les 
résultats de Laser Doppler nous effectuons aussi une analyse histologique du nombre de 
capillaires et d’artérioles. De plus, pour solidifier la validité de nos observations obtenues in 
vivo, nous effectuons en général des analyses complémentaires et variées de différents 
paramètres impliqués dans la néovascularisation. Par exemple, l’étude du nombre et de la 
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fonction des PACs, les expériences in vitro sur la fonction angiogénique des HUVECs et 
l’analyse de divers biomarqueurs angiogénique peuvent appuyer nos résultats.  
 
 Pour le choix du modèle de souris athérosclérotiques pour nos études in vivo, il est 
important de mentionner que nous n’étudions pas l’athérosclérose mais l’effet délétère d’un 
phénotype athérosclérotique (i.e. hypercholestérolémie) sur la néovasculation. Dans cette 
optique, la formation de plaques athérosclérotiques significatives n’était pas recherchée dans 
nos études. Notre modèle murin devait en premier lieu mimer une hypercholestérolémie 
importante associée à un état inflammatoire et pro-oxydant élevé, deux caractéristiques 
impliquées dans la défaillance de néovascularisation (Couffinhal, Silver et al. 1998, Turgeon, 
Dussault et al. 2010, Haddad, Dussault et al. 2011, Silvestre, Smadja et al. 2013). Comme les 
souris contrôles sont résistantes à l’athérosclérose et qu'ils développent difficilement de 
l’hypercholestérolémie sous simple diète riche en gras, l’utilisation d’un modèle transgénique 
était appropriée (Getz and Reardon 2012). Les deux modèles murins athérosclérotiques les plus 
utilisés sont les LDLR-/- et les ApoE-/-. Nous avons choisi les ApoE-/- car contrairement au 
LDLR-/-, ces souris présentent un taux élevé de cholestérol plasmatique de base même sous 
diète normale. De plus, l’hypercholestérolémie est plus marquée par rapport aux LDLR-/- 
lorsque les souris sont soumises à une diète riche en gras (Zaragoza, Gomez-Guerrero et al. 
2011, Getz and Reardon 2012). Finalement, ces souris sont connues pour développer un 
phénotype athérosclérotique similaire à celui retrouvé chez l’humain (Emini Veseli, Perrotta et 
al. , Zaragoza, Gomez-Guerrero et al. 2011). Également, ces souris présentent un état pro-
inflammatoire important et un stress oxydant élevé, deux facteurs impliqués lors du 
développement de la dysfonction endothéliale (d'Uscio, Baker et al. 2001, Meyrelles, Peotta et 
al. 2011, Lo Sasso, Schlage et al. 2016). 
 
 Pour nos études in vitro, nous avons choisi les HUVECs, un modèle souvent utilisé pour 
les études angiogéniques (Staton, Reed et al. 2009). Il est important de réaliser que les HUVECs 
sont des ECs de macrovaisseux veineux et ne proviennent pas de capillaires ou d’artères. Au 
niveau des limitations de notre modèle in vitro, il est fautmentionner que les HUVECs ne sont 
pas exposées à l’hypoxie et que le phénotype ne peut donc être identique aux ECs retrouvées 
dans le muscle ischémique. De plus, les HUVECs ne sont pas dans un micro-environnement 
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identique aux ECs du muscle ischémique, n’étant pas en interaction avec les divers types 
cellulaires contribuant à l’angiogenèse. Comme les HUVECs sont une lignée primaire, la durée 
d'utilisation est également limitée. Elles sont aussi généralement plus sensibles aux agents 
toxiques tels que les oxLDL par rapport aux lignées immortalisées et possèdent une durée de 
vie assez courte avant de changer de phénotype (Hunt, Currie et al. 2010, Morin and Tranquillo 
2013). En effet, les HUVECs utilisés dans nos projets proviennent des passages 3 à 6. Toutefois, 
pour les besoins de nos études, nous considérons que notre modèle in vitro d’HUVECs est 
approprié, car c’est un modèle bien documenté qui permet une validation plus facile de l’action 
des divers traitements étudiés.  
 
En perspective de nos travaux, il pourrait être intéressant d’optimiser les conditions 
expérimentales in vitro en traitant les cellules dans un incubateur à hypoxie ce qui simulerait de 
plus près la condition d’ischémie. In vitro, il pourrait aussi être pertinent d’évaluer l’impact des 
oxLDL sur le niveau d’expression du miR-150 et du miR-146b dans diverses autres lignées 
cellulaires impliquées dans la néovascularisation (ex. macrophages, neutrophiles, MSC etc.). 
Également, le niveau d’expression pourrait être mesuré dans le sang et/ou dans divers tissus 
ischémiques humains de patients présentant divers facteurs de risques cardiovasculaires. 
Finalement, l’efficacité thérapeutique de ces deux miRs pourrait être testée dans d’autres 
modèles murins présentant une néovascularisation défaillante et pourrait aussi être testée pour 






 Les maladies cardiovasculaires ischémiques causées par l’athérosclérose représentent 
encore aujourd’hui la première cause de mortalité mondiale. L’occlusion d’une artère par la 
plaque athérosclérotiques diminue la perfusion sanguine aux tissus et crée une condition 
d’ischémie. Afin de diminuer les dommages ischémiques aux tissus, l’organisme va s’adapter 
en créant un nouveau réseau vasculaire permettant de maintenir la perfusion tissulaire. Après la 
naissance, cette néovascularisation survient par l’angiogenèse, la vasculogenèse et 
l’artériogenèse. De façon intéressante, les mêmes facteurs de risques associés au développement 
de l’athérosclérose diminuent la capacité de néovascularisation suite à une ischémie. Ce 
phénotype athérosclérotique est caractérisé par une élévation du stress oxydant et de 
l’inflammation systémique, ce qui induit une défaillance des fonctions angiogéniques des ECs 
et les PACs. Toutefois, les mécanismes moléculaires impliqués dans la modulation de la 
néovascularisation post-ischémique en condition athérosclérotique restent encore mal compris. 
En particulier, le rôle de la rénine et des miRs dans cette physiopathologie doivent être 
caractérisés. Ainsi, l’ensemble de mes travaux de doctorat portait sur l’efficacité thérapeutique 
d’une approche basée sur l’inhibition de la rénine et d’une supplémentation de miR-150 et miR-
146b pour stimuler la néovascularisation post-ischémique.   
 
➢ L’objectif de ma première étude visait à évaluer l’effet thérapeutique de l’aliskiren, un inhibiteur 
direct de la rénine, sur la néovasculairsation post-ischémique. Nos résultats démontrent 
que l’aliskiren : 
• Améliore la néovascularisation post-ischémique chez la souris, ce qui est démontré par une 
augmentation de la récupération du flot sanguin, de la densité capillaire et artériolaire et de 
l’expression du VEGF dans le muscle ischémique. 
• Augmente le nombre et l’activité fonctionnelle des PACs in vivo. 
• Améliore l’activité angiogénique des ECs in vitro.  
• Diminue la production de ROS dans le muscle ischémique et dans les ECs et augmente les 





➢ L’objectif de ma deuxième et troisième étude visait étudier le rôle du miR-150 et miR-146b dans la 
défaillance de néovascularisation causée par des conditions athérosclérotiques. Nos résultats 
démontrent que :   
• Le miR-150 (un miR pro-angiogénique) et le miR-146b (un miR anti-inflammatoire) sont 
significativement diminués dans le muscle ischémique des souris hypercholestérolémiques et 
dans les ECs matures exposés aux oxLDL.  
• L’inhibition du miR-150 cause une défaillance angiogénique des ECs et des PACs en 
augmentant les niveaux de SRCIN1. L’augmentation de SRCIN1 mène à son tour à une 
diminution de l’activité de la voie pro-angiogénique Src/Akt/eNos in vivo et in vitro. 
• L’inhibition du miR-146b par les oxLDL induit la dysfonction endothéliale par un mécanisme 
impliquant l’induction du gène pro-inflammatoire TRAF6. 
• In vitro, l’expression forcée du miR-150 ou du miR-146b permet de restaurer les fonctions 
angiogéniques basales des ECs qui étaient inhibés par les oxLDL. 
• In vivo, une supplémentation de miR-150 ou de miR-146b par injection intramusculaire au 
moment de la chirurgie augmente significativement la néovascularisation globale des souris 
hypercholestérolémiques, ce qui inclut une amélioration du nombre et l’activité fonctionnelle 
des PACs. 
 
 Au cours de cette thèse, nous avons élucidé de nouveaux mécanismes impliqués dans la 
modulation de la néovascularisation post-ischémique dans modèle murins, mimant une 
ischémique critique du membre inférieur chez l’humain. Premièrement, nous avons démontré 
pour la première fois que l’inhibition directe de la rénine par l’aliskiren, améliore la 
néovascularisation post-ischémique in vivo. Nous avons aussi identifié et caractérisé deux miRs 
impliqués dans la défaillance de néovascularisation causée par l’hypercholestérolémie. Nous 
avons également démontré pour la première fois qu’une supplémentation de miR-150 ou de 
miR-146b permet d’augmenter la néovascularisation déficiente chez les souris 
hypercholestérolémiques en récupérant les fonctions angiogéniques basales des ECs et des 
PACs. Globalement, nos études améliorent l’état des connaissances sur le rôle de la rénine et 
des miRs dans la néovascularisation post-ischémique. Finalement, nos résultats pourraient 
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